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(54)TrUc! ELECTRIC SENSOR ARRAY 

(54) Bezeichnung: ELEKTRISCHES SEMSORARRAY 

(57) Abstract 



The invention relates 
to an electric sensor array 
with sub~/im size ultra-micro 
electrcdes, which is used 
for electrochemical detection 
in biomolecular assays. 
According to the invention the 
same electrode array is suitable 
for both electrochemical 
measurements and the 
application of electric fields 
for the manipulation of charged 
molecules. Each array position 
can be individually addressed 
and electrochentically 
controlled and is suitable for 
individual electric read--out and 
optional intermediate storage. 
For biomolecular assays 
affinity-binding molecules are 
hnmobilized in each sensor 
position on or between the 
electrodes or on auxiliary 
surfoces. 




(57) Zusammenfassung 

Das elcktrische Sensorairay mit Ultramikroelelctroden in sub-um-Dimensionen wind zur elclctrochemischen Detelction biomolekulaier 
Assays benutzt Die gleiche Elektrodenanordnung eriaubt erfindungsgemass sowohl elektrochemisclie M&ssvorgSnge als auch die Applikation 
eleklrischer Fclder zur Handhabung geladener MolekQle. Jedc Arrayposition ist individuell adressierbar, clektrochcmisch kontrollieibar und 
fOr individuelle clektrischc Auslcsung sowie wahlwcise Zwischenspeicherung geeignet Fttr biomolekularc Assays werden affinitatsbindende 
MolekQle an jedcr Sensorposition auf oder zwischen den Elektroden oder auf Hilfsflachen immobilisiert > 
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Elektrisches Sensorarray 

Gebiet der Erfindung: 

Die Erfindung betrifft ein elektrisches Sensorarray, das. 
aus multiplen Ultramikroelektroden als elektrochemischen 
Transduktoren besteht und zum gleichzeitigen Nachweis von 
verschiedenen MolekUlen aus Substanzgemischen in der 
biochemischen Analytik der medizinischen Diagnostik und der 
Umweltuberwachung als Teil von Mefianordnungen verwendet 
wird. Aulierdem betrifft die Erfindung ein Verfahren zur 
Verbesserung des analytischen Prozesses. 

Grundlagen der Erfindung: 

. Fiir die analytische Untersuchung biochemischer Assays ist 
es erwiinscht, mehrere Analyte gleichzeitig in sogenannten 
Arrayanordnungen zu detektieren. Solche Arrays sind auf der 
Basis optischer Detektion weit verbreitet. Es ware von 
Vorteil, direkt elektrische Melisignale qhne Umweg liber 
optische Detektionshilfen zu erfassen und auf diese Weise 
partikeltolerant und volumenunabhSngig zu messen. Die 
elektrische Detektion wUrde Preisvorteile und robustere 
Handhabung ermdglichen- 

Ausgehend vom klassischen Elektrodensystem zur elektro- 
chemischen Detektion gibt es umf angreiche Bemuhungen, 
. Elektroden zu miniaturisieren. Mit dem Begriff Ultramikro- 
elektroden bezeichnet man Ublicherweise elektrochemis.ch 
genutzte Elektrodenstrukturen in Dimensionen unter 5 pm. 
R,M. Wightman und D.O. Dipf beschreiben M5glichkei"teh der 
Voltaminetrie an Ultrami-kroelektroden in Electroanalytical 
Chemistry, Ed, A. J. Bard (Marcel Dekker, New York 1988) 
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Vol.15, p. 267. 

Ein Oberblick Uber die Elektrocheraie an Ultramikro- 
elektroden.ist zu finden in Physical Electrochemistry, Ed. 
Rubinstein, Marcel Dekker, 1995 New York, p. 131-208. 

Seiche Ultramikroelektroden in paarweisen Anordnung 
ermSglichen auch besondere Detektionsverf ahren wie das 
Redox-Recycling [0. Niwa et al., Electroanalysis 
3(1991)163-168], das besonders ftir biochemische Af f ini- . 
tatsassays mit Enzyinmarkierung, wie sie bei Inimuno- und 
DNA-Assays Ublich sind, vorteilhaft eingesetzt werden kann. 
Elektrodenstrukturen unter SOOnm Strukturbreiten 
ermSglichen die markerf reie Detektion der Af f initatsbindung 
grolier MolekUle an elektrodengebundene FSngermolekUle 
mittels der Impedanzspektroskopie [DE 19610115] . 

Eih Paar planarer Interdigitalelektroden ftir kondukto- 
metrische und voltametrische Messungen bezeichnen Sheppard 
et al. in Anal. Chem. , 65(1993)1202 als Array. 

Ein Paar interdigitaler Ultramikroelektroden in Siliziiiin- 
technologie verwendeten auch Aoki et al. [J. Elektroanal. 
chem., 79 (1997) 49] ftir reversible Redoxreaktionen. 

Wiederum ein einzelnes interdigitales Elektrodenpaar wurde 
von H.T. Tang et al. [ Anal. Chimica Acta, 214(1988) 187] 
als Detektorsystem ftir ein Immunoassay, bestehend aus einera 
Antigen und einem Antikdrper genutzt. 

Alle diese Anordnungen warden aber nur zur Einzelanalytbe- 
stimmung beschrieben, so daii arraytypische unterschiedliche 
Molekulspezies nicht einzelnen elektrisch detektiert werden 
konnten. 

Mikroelektrodenarrays mit 16 parallelen Bandelektroden und 
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0, 1 mm Elektrodenbreite wurden von Aoki et al. Anal. Chem, 

64 (1992)44 zur elektrochemischen Detektion beschrieben. 
Dabei werden unterschiedliche Polarisationsspannungen an 
den einzelnen Bandelektroden angelegt und konstant 
gehalten. Die Elektroden werden seriell im msec-Takt 
ausgelesen, ohne daJi den Einzelelektroden Schalter 
zugeordnet sind. Ein Tiefpalif ilter verhindert das Auftreten 
von Ladestr5men. Diese Anordnung erm5glicht nur die 
Detektion einzelner oder verschiendener elektrodenaktiver 
Spezies in Losung. 

Eine Weiterentwicklung interdigitaler Elektrodenpaare zu 
einem Array mit multiplen interdigitalen Elektroden wurden 
in DE 4318519 zum simultanen Betrieb an einem Multipo- 
tentiostaten angegeben, Bei diesem Verfahren werden die 
Potentiale an -den Elektroden individuell kontrolliert und 
konstant gehalten. Das Array ist auch nur zur simultanen 
und parallelen Messung eines Analyten in L6sung geeignet, 
Ebenfalls mit einem Multipotentiostaten wurden 4 Felder mit 
punktformigen Mikroelektroden parallel zur Bestimmung 
verschiedener Metalle mittels anodischem Strippingverf ahren 
beschrieben (DE 4424355C2) . Das Verfahren erlaubt nur die 
spezielle Stripping-Voltammetrie als Detektionsverfahren, . 
wobei mit Hilf e der Square-wave-Voltametrie Spannungsrampen 
aufmoduliert wurden. 

Das Prinzip einer voltametrischen parallelen Multikanal- 
messung an Mikroelektrodenarrays ist in Elektroanalysis 8, 
10 (1996) 891, aufgezeigt. Ein Elektrodenarray mit 1 bis 2 
pm groiien Querschnitten von eingebetteten Kohlefasern 
benutzten T.G. Strein und A.G. Ewing [Analytical Chemistry 

65 (1993) 1203], Beide Verfahren gestatten keine serielle 
elektrische Abfrage verschiedener Sensorpositlonen. 

Yon Hin et al. [Sensors and Actuators 81(1990)550] 
beschreiben ein Multianalytarray bestehend aus zwei . 
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maanderformigen parallelen Elektrodenbandern zur parallelen 
Analyse von Glukose und Galaktose mittels Leitfahigkeits- 
messung, Dazu wurden Glukoseoxidase und Galactosidase in 
leitfahigem Polypyrol auf den Elektrodenoberf lachen 
einpolymerisiert, gesteuert durch die Elektropolymeri- 
sation. Da dieses Array die elektrische Leitf ahigkeit als 
DetetektionsgoBe nutzt, sind Schaltvorgange im Hinblick auf 
StOrungen bei der Voltametrie ohne Bedeutung. 

Ein nanostrukturiertes Goldelektroderiarray zur Immunode- 
tektion wird von C. R. Musiei et'al. [Journal of Vacuum 
Science and Technology B13 (6) (1995) 2781] beschrieben. 
Dieses Elektrodenarray ist durch das Herausl5sen von 
Nanopartikeln aus einer auf Gold auf gebrachten Isolations- 
schicht stochastisch verteilt und kann nicht individuell 
adressiert und ausgelesen werden. 

Im US Patent 5; 605, 662 ist ein Elektrodenarray individuell 
ansteuerbarer Einzelelektroden mit ca. 30pm Durchmesser und 
davon separierten grolieren Gegenelektroden auf einem 
Siliziumchip angegeben. Dieses Array wird nicht zur 
elektrochemischen Detektion, sondern nur zur Adressierung 
und Felderzeugung zwischen gelbeschichteten Einzelelektro- 
. den und den am Rande dieses Arrays angeordneten Gegenele- 
ktroden benutzt. Mit dem erzeugten Feld werden geladene 
MolekQle auf individuelle Elektrodenpositionen transpor- 
tiert Oder durch entgegengesetzte Polarisation von diesen 
Feldern entfernt. Fur einen konkreten Fall ist dies fUr das 
Anreichern von DNA im Gel uber individuellen Elektroden zur 
DNA-Hybridisierung an.Fangern und im umgekehrten Fall das 
Beseitigen von Mismatches durch Feldunterstutzung der DNA- 
Stringenzbehandlung beschrieben [R.G. Sosnowski et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 94 1997)1119]. Die Anwendung 
dieses Systems zur molekularbiologischen Multianalyt- 
diagnostik ist in US 5,5632,957 beschrieben, wobei der 
elektrische Transport mit optischer Detektion gekoppelt 
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ist. 

Ein Array zur potentiometrischen Anwendung mit mehr als 
tausend individuell adressierbaren Elektrodenelementen wird 
von- T. Hermes et al. in Sensors, and Actuators B 21(1994)33 
beschrieben. Die Einzelpositionen dieses Sensorarrays 
werden nur zum Zeitpunkt der Auslesung aktiv angeschaltet , 
wahrend im Nichtlesezustand keine Spannung anliegt und 
keine Reaktion stattfindet. CMOS-Schalter fOr dieses An- 
und Ausschalten der Elektroden sind an jeder Arrayposition 
individuell angeordnet. Ein analog aufgebautes Multiele- 
ktrodenarray mit nMOS-Schaltern an jeder Sensorposition 
wurde von [Fiaccabriono G. C.'et al. Sensors and Actuators 
B, 18 - 19 (1994) 675 beschrieben. Bei dieser Art von 
Arrays entstehen betrachtliche Ladestrome, die amperome- • 
trische Detektionsverfahren stark beeintrachtigen. Ein 
Array von 19 Iridiumelektroden mit 10 ym Durchmesser als 
einzeln adressierbare Elektroden beschreiben S.P. Kounaves 
et al. in Anal. Chem. 66(1994)418. Die Elektroden warden 
seriell in 2-Elektrodentechnik ausgelesen und nur im 
Lesezustand mit einem Potential belegt. 

Die Applikation eines Paares von 20 - 300 nm-strukturierten 
Interdigitalelektrodenarra'ys zur markerfreien Impedanzana- 
lyse einer Molekulkonjugatiori auf den Elektrodenoberf lichen 
wurde im Patent DE 19610115 Al beschrieben; Ein einzelnes 
Paar nanostrukturierter Interdigitalelektroden fUr die 
Admitanzspektroskopie gel5ster MolekUle wurde in J. Vac. 
Sci.Technol. A 13 (3) (1995) 1755 beschrieben. Das analoge 
Prinzip der Impedanzmessung im Eiektrodenzwischenraum 
immobilisierter Moleklile mittels eines interdigitalen Paars 
schattenartig an eine Grubenwand gedampfter Nanometer- 
elektroden ist in der Patentanmeldung PCT/EP 96/05290 
gezeigt. Bei alien beschriebenen Impedanzmessungen mit 
Ultramikroelektroden wurde. ein einzelnes interdigitales 
Elektrodenpaar in Zweipol-Technik an ein kommerzielles 
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ImpedanzmeBgerat angeschlossen. 

Eine besondere Form individuell adressierbarer sub-pm- 
Bandelektrodenarrays sind von M. P. Nagale und I. Fritsch 
in Analytical Chemistry 70,14 (1998) 2902 als gestapelte, 
voneinander isolierte DUnnf ilmelektroden beschrieben. Dabei 
sind die Querschnitte der Stapel als aktive Elektroden 
verwendet worden. Zur elektrochemischen Kontrolle wurde ein 
kommerzieller computergestutzter Potentiostat mit Arbeits-, 
Referenz- und Gegenelektrode verwendet. Die Auslesung der 
15 Elektrodenschichten erfolgte seriell durch An- und 
Ausschalten. 

Ein Mikroelektrodenarray zur extrazellularen Aktivitats- 
messung und Stimulation lebender Zellen und neuronaler 
Gewebe benutzt individuell adressierbare Mikroelektroden 
von 14 ]im im Durchmesser, die mittels eines CMOS VLSI-Chips 
zur Stimulation und zur Detektion eingesetzt werden, wobei 
jede Chipelektrode zellular erzeugte Biopotentials zwischen 
0,9 - 2,1 mV und 100 - 400 yV individuell erfassen kann 
[J.J. Pancrazio et al. Biosensors & Bioelectronics 13(1998) 
971]. Zur Stimulation werden Frequenzen zwischen 0,7 und 
50 kHz mit Biasspannungen von 12 - 16 pV appliziert. Die 
Elektroden werden seriell im Ein- oder Auszustand 
ausgelesen. 

Ein Verfahren und Vorrichtung zur Anreicherung und 
Aufreinigung von MolekUlen an grofif lachigen Elektroden wird 
im Patent PCT/DE 97/01368 beschrieben. Dabei werden nur 
geringe Feldstarken erzeugt und keinerlei Detektions- 
verfahren einbezogen. 

Die Modifizierung und Belegung der Oberflachen mit Biomole- 
kaien, wie sie fur das elektrische Sensorarray benutzt 
werden, wird durch allgemein tibliche kovalente Bindung oder 
Adhesion an die metallischen oder nichtmetallischen 
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Oberf ISchen. oder an die Wandungen von Kompartments 
erreicht. Die MolekOle werden dabei als Monolayer oder 
Multilayer durch kovalente Anbindung, durch Adsorption, 
durch Einlagerung in Polymers oder als adhasive Filme 
aufgebracht [C.F. Mandenius et al,, Methods in Enzymology ■■" • 
137(1988)388]. Weit verbreitet ist die Haftschicht- 
erzeugung auf Oberflcichen mit funktionalisierten Silanen 
als Monoschichten [C. M. Fischer et al., Europhysics 
Letters 28 (2) (1994) 129 - 134] Uber gasf5rmig oder in 
fllissiger Phase aufgebrachte quervernetzten Schichten [R.A. 
Williams et al. Biosensors & Bioelectronics 9(1994) 159], • 
An diese Silanderivate, die Amino-, Thiol-, Aldehyd-, 
Hydroxyl-, Caboxyl- oder andere funktionelle Gruppen tragen 
konnen, werden meist mit Hilfe von Crosslinking-Techniken 
[H.G. Baumert and H. Fasold, Methods in Enzymology/ 
Vol. 172/ p, 584] verschiedenste andere Verbindungen mit 
passenden reaktiven Gruppen kovalent gebunden. Auf diese 
Weise sind alle als af finitatsbindende FSngermolekale 
geeigneten bioaktiven Substanzen wie Oligonukleotide, 
Peptide, Haptene und andere auf den Elektrodenf lichen zu 
immobilisieren . 

Eine spezifisch die Metalloberf ISchen nutzende Immo- 
bilisierung ist die Ausbildung von Self-assembling- 
monoschichten durch Thiol/Goldbindungen, Nach Ausbildung 
der Self-assembling-monoschicht wird z.B. Qber Strepta- 
vidin/Biotin-Kopplungen die geordnete Anbindung von 
Proteinen wie Antikorpern erreicht [J. Spinke et al., 
Langmuir 9 (1993) 1821] . In einem anderen Ansatz werden auf 
Goldflachen uber Chelator-thioalkane, histidinmarkierte 
Proteine geordnet an die Oberflachen gebunden [D, Kroger et 
al., Biosensors und Bioelectronics 14 (1999) 155], 

Eine weitere Methode zur selektiven Aufbringung organischer 
Haft- und Kopplungsschichten ist die Elektropolymerisation, 
beispielsweise fur die Bindung.von Ferrocenen auf Platin- 
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elektroden [G.N. Kamau et al. in Anal. Chem. 66(1994)994]. 

Far die Positionierung von. Substanzen auf biomolekulare 
Arrays in Mikrodimensionen sind eine Reihe von Verfahren 
gebrauchlich. Vom makroskopischen Auftupfen ist das 
Aufsetzen miniaturisierter Ringe auf Chipoberf lachen 
abgeleitet, auf die vorher Filme entsprechender Molekule 
durch Tauchen aufgebracht wurden [S.D. Rose, J. Ass. 
Lab.Autom. 3,3(1998) 53]. 

Das piezoelektrische Drucken, analog den Tintenstrahl- 
druckern, zum Aufbau von DNA-Cliips gelang A. P. Blanchard 
[Genetic Engineering, Principles and Methods, 20(1998)111]. 

Das sogeannte Mikrokontaktdrucken, d.h. das Obertragen von 
Molekaien mittels Mikrostempel wurde von A. Kumar und G.M. 
Whitesidess [Appl. Phys. Lett . 63 (1993) 2002] beschrieben, 

Eine mit photolithgraphischen Masken unterstutzte 
Festphasensynthese auf Chip-Mikroarrealen, die 
Nucleotidaufbau mittels Photoaktivierung erlaubt, 
beschreiben G. Mcgall et al. [Proc. Natl. Acad. Sci., USA 
93(1996) 13555], 

Durch elektrochemische Fokussierung werden nach US 5605662 
geladene MolekUle aus der Losung zu ihren Bindungspiatzen 
in Gelen iiber Elektroden transportiert . 

Durch perforierte Membranen, die auf Chipoberf lachen 
aufgedruckt werden, sind an den offenen Stellen Immobili- 
sierungsreaktionen an den Oberflachen in flussiger Phase 
moglich [E. Ermantraut et al., Proc. of iaTAS;98, Alberta, 
Can., 1998, p. 217] . 

Die aufgezeigten Verfahren stehen fur Standardmethoden, die 
es erlauben, DNA, Oligonukleotide, Proteine und andere 
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MolekUle auf Arraypositionen zu immobilisieren. 

Nachteil aller bisher beschriebenen elektrischen 
Sensorarray-Anordnungen mit Ultramikroelektroden als 
Transducer ist es, daB sie nur zur Monoanalytbestimmung 
geeignet sind, oder daft die eigentliche sensorische 
Funktion von zusatzlichen optischen Komponenten ubernommen 
werden muB, Die bisher als Array bezeichneten Elektroden- 
systeme, z.B. Interdigitalelektroden, stellen keine Arrays 
im eigentlichen Sinn dar, die zur Multianalytmessung 
geeignet sind, Bisher ist zudem nicht bekannt, wie man 
Elektrodenarrays mit den in der Computertechnik ublichen 
seriellen Verfahren, d. h. nacheinander, auslesen kann, ■ 
ohne daft dabei die elektrische Doppelschicht , die sich 
durch Polarisation an den Elektroden bei voltammetrischen 
Detektionsverfahren aufbaut^ gest5rt wird. * 

Zur Verbesserung dieser Situation ist also eine Arrayanord- 
nung zur Multianalytmessung notwendig, die eine rein 
elektrische Sensorfunktionen ermoglicht und die mit 
elektrischen Steuer- und Meftverfahren ausgefOhrt werden 
kann." 

Aufgabe der Erf indung: 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es insbesondere, ein 
Sensorarray fur biochemische Af f initatsassays zur Verfugung 
zu stellen, das iriit den Methoden der Halbleitertechnologie 
gefertigt werden kann und als elektrochemischer Transducer 
mefttechnisch einfache elektrische Signale direkt und ohne 
optische Komponenten erzeugt. Weiterhin soil ein Meftver- 
fahren zur Verfugung gestellt werden, mit dem aus 
Stoffgemischen unterschiedliche Analyte gleichzeitig 
bestimmt werden. Aufgabe ist es weiterhin, ein Verfahren 
zur seriellen elektrischen Auslesung eines elektrischen 
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Senssorarrays zur VerfUguiig zu stellen, das StSrungen des 
elektrischen MeBprozesses vermeidet und technologisch 
kompatibel zu den Methoden der Coraputertechnologie ist. Es 
sollen Miniaturisierungs-, Fertigungs- und Handhabungs- 
vorteile realisiert sowie die verbesserte analytische 
Handhabung molekularbiologischer Assays aufgezeigt werden. 



Erf ihdungsbeschreibung : 

Die Erfindung bezieht sich zum einen darauf, daB als 
sensorisches Element multiple Ultramikroelektroden, d.h. 
vorzugsweise Elektroden mit typischen Strukturdiraensionen 
unter 1pm verwendet und als Array angeordnet werden. Die 
Anordnung der Ultramikroelektroden im Array zielt neben der 
Miniaturisierung auf ein vorteilhaftes Dif f usionsverhalten 
der zu detektierenden Molekiile und weiterhin auf die 
Nutzung voltametrischer und impedimetrischer Detektions- 
verfahreri, wie Redox-Recycling und markerfreie Impedanzmes- 
sungen, fUr die derartige Ultramikroelektroden Voraus- 
setzung sind. Die Erfindung bezieht sich ferner auf ein 
spezielles serielles AuslesungSverfahren der elektro- 
chemischen Prozesse an den Ultramikroelektrodenarrays. Die 
erfindungsgemalie Ultramikroelektrodenanordnung bezieht sich 
gleichermalien auf die Erzeugung multipler elektrischer 
Felder mit sehr hohen FeldstSrken, die zum aktiven. 
Transport von MolekUlen individuell an alien Arrayposi- 
tionen geeignet sind. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemali gelost durch ein 
elektrisches Sensorarray fiir die Multianalyt-Messung 
biochemischer molekularer Assays, welches folgendes urafaBt: 

(a) ein mechanisch stabiles planares Substrat, auf dem als 
Array mehrere Sensorpositionen, die jeweils aus lokal 
separierten, mindestens paarweisen Ultramikroelektroden 
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und wahlweise zusStzlichen Hilf selektroden bestehen, 

(b) isolierten Leitungen, die eine individuelle elektrische 
Adressierung jeder Sensorposition und Einzelelektrode 
gestatten, 

(c) zusatzlichen elektrischen Leitungen, die eine elek- 
trochemische Kontrolle und Steuerung an jeder Position, 
und wahlweise die Erzeugung elektrischer Gleich- 
und/oder Wechself elder an jeder Sensorposition. 
ermaglichen, 

(d) die Immobilisierung unterschiedlicher oder gleicher 
af finitatsbindender Molekule, die entweder auf alien/ 
Oder ausgewahlten OberflSchen der einzelnen Sensor- 
positionen direkt oder an partikulSren TrSgern oder 
gelartigen Substanzen gebunden oder eingeschlossen sind 
und die individuell an oder Qber den einzelnen 
Sensorpositionen angeordnet werden, 

(e) integrierte el'ektronische Funktionselemente, die die 
individuelle Kontrolle elektrochemischer Reaktionen an 
den einzelnen Sensorpositionen und unabhangig davon die 
individuelle elektrische Messung dieser Reaktionen an 

. . jeder Position gestatten, wobei die elektronischen 
Schaltelemente Gruppen, Reihen oder Einzelpositionen 
der Sensorarrays zugeordnet sind. 

Die Erfindung ermoglicht durch diese aktiven Schaltelemente 
eine serielle, d.h. nacheinander erf olgende, elektrische . 
Auslesung der elektrochemischen Prozesse an einzelnen 
Sensorpositionen. Die aktiven Schalt-, Steuer- und Auslese- 
funktionen an jeder Arrayposition werden so ausgefiihrt, dafi 
die elektrische Doppelschicht, die sich bei elektrochemi- 
schen Prozessen an Elektroden ausbildet, nicht gest5rt 
wird. Intelligente elektronische Funktionselemente als 
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separate Bauelemente Oder direkt an den einzelnen 
Sensorarraypositionen ermoglichen es aufterdem, elektro- 
chemische Prozesse an einer Sensorposition in den Zeiten 
zwischen den Auslesungen auf zuzeichnen und zwischenzu- 
speichern. 

Mit der Erfindung wird ein elektrisches Sensorarray 
zur Verfugung gestellt, das durch die variable Anzahl 
spezifischer Sensorarraypositionen fvir unterschiedliche 
Analyte erlaubt, unterschiedliche analytische Fragestel- 
lungen zu losen. Daruber wird erf indungsgemafi ein Verfahren 
aufgezeigt, das es ermoglicht, mit den zur Detektion 
verwendeten Ultramikroelektroden partikeltolerant , d.h. 
unabhSngig von optischen Eigenschaften in sub-pl-Volumina 
pro Arrayposition zu messen. 

Von Vorteil ist weiterhin die Herstellung des Sensorele- 
ments mit waferorientierten Technologien der Halbleiter- 
industrie, die auch kompatibel zu den Verfahren fur die 
Imraobilisierung bzw. Beladung von biochemischen affinitats- 
bindenden Erkennungsmolekiilen auf den Arraypositionen sind, 

Eine besondere erf indungsgemafie Variabilitat der 
Anordnungen und Verfahren wird im einzelnen durch die 
folgenden Malinahmen erreicht: 

Bei weniger als ca. 50 elektrischen Sensorpositionen im 
Array werden die Ultramikroelektroden durch direkte 
metallische Leiterbahnen unter einer Isolationsschicht 
zu Kontaktflachen geleitet. Als planare Substrate 
finden fur diese Applikation Silizium, Glas^ Keramik 
Oder Polymere vorteilhafte Verwendung. 

Sowohl geringe als auch grofie Zahlen von Sensorpositio- 
nen pro Array werden durch Integration der Ableitungen 
mittels Si-Chip-Technologie realisiert. Silizium als 
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planares Tragerelement wird insbesondere auch dann ver- 
wendet, wenn eine gr5iitin5glich dichte Anordnung von 
einzelnen Sensorelementen bzw. Positioner! erreicht 
werden soil. 

Als Trager fur das elektrische Sensorarray wird Sili- 
zium auch verwendet, weil es die Anwendung einer 
effizienten Technologie gestattet und insbesondere dann 
unabdingbar ist, wenn zur individuellen Kontrolle der 
Positionen des Sensorarrrays Steuerung und Schaltung 
sowie Auslesung der einzelnen Positionen zusatzliche 
elektronische Elemente wie Transistoren, Dioden, Wider- 
stSride und andere iibliche elektronische Komponenten 
positionsbezogen integriert werden, 

Sowohl bei den elektrischen Sensorelementen mit direk- 
ter Kontaktierung als. auch bei jenen mit integrierten 
elektronischen Elementen an den individuellen Sensor- 
positionen wird erf indungsgemaft ein neues Verfahren zur 
unabhangigen Kontrolle und seriellen elektrochemischen 
Detektion an den Sensorpositionen benutzt, FUr die 
elektrochemische Detektion werden dazu durch Elektro- 
denpolarisation erzeugte elektrische Doppelschichten 
an den Elektrodenoberf lachen kontinuierlich an alle 
Sensorarraypositionen appliziert. Erreicht wird dies 
durch besondere Umschalter, die verhindern, daii durch 
serielle, d- h. nacheinander erfolgende elektrische 
Auslesung der einzelnen Arraypositionen, diese Polari- 
sation gestort wird und keine sogenannten Umladungs- 
prozesse auftreten- 

Ein besonderer Nutzen . entsteht dadurch, daiX die zur 
Detektion verwendeten Ultramikroelektroden und wahl- 
weise weitere Hilfselektroden gleichzeitig sowohl als 
Elemente zur Ausfuhrung elektrophoretischer Transport- 
vorgange der Analytmolekiile zu den Orten affinitcits- 
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bindender Partnermolekule als auch zur Beseitigung 
unerwUnschter Bindungsereignisse eingesetzt werden. 

Beschreibung c^er Zeichnungen: 

zeigt ein Array mit interdigitalen Ultramikro- 
elektroden mit paarweisen Mikroelektroden und 
Details einzelner Sensorpositionen; 

zeigt Anordnungen und KortODinationen verschiedener 
Formen von Ultramikroelektroden und Hiif selektroden 
einer . einzelnen Arrayposition; 

zeigt ein Schema eines Arrays von Paaren interdi- 
gitaler Ultramikroelektroden mit aktiven CMOS- 
Schaltlelementen zur. Addressierung und Kontrolle 
der individuellen Elektrodenpolarisation sowie 
externen Lese- und MeliverstSrkern; 

zeigt ein Schema eines Arrays von Paaren inter- 
digitaler Ultramikroelektroden mit aktiven CMOS- 
Schaltlelementen zur Addressierung und Kontrolle 
der individuellen Elektrodenpolarisation sowie 
externen Lese- und Meliverstarkern, mit Kontroll- 
verstarker, Lese- und Steuereinrichtungen an jeder 
Arrayposition; und 

Fig. 5 zeigt ein Schema der Anordnung von Arraylektroden 
und integrierten-CMOS^Elementen. > . 

Numerierung der Abbildungen 

1 planarer TrSger 

Is Siliziumsubstrat 



Fig. 1 



Fig. 2 



Fig. 3 



Fig. 4 
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2 Kontaktflachen 

3a ringf5rmiges Ultramikroelektrodensystem 

3a* ringfOrmiges Ultramikroelektrodensystem 

3b Hilf selektrode 

3c Hilf selektrode 

3, 3* interdigitales Ultramikroelektrodenpaar 

' 3d, 3d' interdigitales Elektrodenpaar 

3e, 3e' Hilf selektrodenpaar 

3f, 3f' Ultramikroelektrodenarray 

3g, 3g' Interdigitalelektrodenpaar mit Ultramikroelektro- 
denarray 

3h, 3h* Elektrodenpaar mit Ultramikroelektrodenarrays 

3i, 3i* maanderf ormige Ultramikroelektroden 
3j Hilf selektrode 

4 Areale der Sensorarraypositionen 

. 5 Abdeckung der Elektrodenzuleitungen und Steuer- 

leitungen 

6 Metallische Leitungsbahn zu den Elektroden 

7 Siliziumdioxid 

8 Kompartimentmaterial 

9. • punktformige Ultramikroelektroden 

10 elektronische Vorrichtung zur Adressierung und 
Decodierung 

11 elektronische Vorrichtung mit Leseverst^rkern 

12 integrierte Schaltung im adressierten Zustand 
12a Durchkontaktierung 

13 integrierte Schaltung im nicht adressierten 

Zustand 

13a Durchkontaktierung 

14 aktive Adressleitung A 

15 aktive Adressleitung A' 

16 inaktive Adressleitung B 

17 inaktive Adressleitung B' 

18 MeBleitung C 

19 MeJileitung D 

20 Bias-Leitung E 
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21 Bias-Leitung F 

22 adressierte integrierte Lese-, VerstSrker- und 
Speicherelektronik 

23 nicht adressierte integrierte Lese-, VerstSrker 
und Speicherelektronik 

24 CMOS-Wanne 

25 Source 

26 Drain 

27 CMOS-Aluminium 

28 CMOS-Dielektrikum 

29 f liissigkeitsresistente Passivierung 

30 Goldelektrode 

31 Polysilizium-gate 

32 Kreuzung von Adressleitung und MeBleitung. 



In Figur la ist ein Siliziumchip dargestellt, bei dem auf . 
jeder Arrayposition 4 jeweils 1 Paar ringformiger 
Mikroelektroden 3a und 3a'. angeordnet sind, die durch 
direkte Leiterbahnen zu elektrischen Kontaktf ISchen 2 am 
Rande des Chips verlaufen. In Figur lb ist eine 
DetailvergrOJierung des Chips in Figur la im Schnitt PP' 
dargestellt. Von jeder Arrayposition 4 werden die 
Ringelektroden 3a und 3a' zu jeweils einer individuellen 
Kontaktflache 2 am Rande des Chips uber die Leitungen 6 
gefuhrt. Die Leiterbahnen 6 sind dabei von einer 
flussigkeitsdichten Isolationsschicht 5 bedeckt, wShrend 
die aktiven Sensorelemente 3a und 3a' in den 
Arraypositionen 4 frei bleiben. Die Abdeckung 5 dient auch 
zur Abgrenzung zwischen den Elektroden der einzelnen 
Arraypositionen. Ein Querschnittdetail dieser Abbildung 
entlang der Schnittlinie A, A' ist in den Figuren Ic und Id 
dargestellt. Auf dem Silizium-Substrat 1 ist eine 
isolierende Schicht aus Siliziumdioxid 7 aufgebracht, die 
die Elektrodenarrays 3a und sowie die Leiterbahnen 6 als 
oannfilmmetallstrukturen trSgt. In Figur Id ist der analoge 
Querschnitt AA' dargestellt mit einer zusStzlichen 
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Polymerschicht 8, die zur Ausbildung von Mikrokompartments 
Oder Distanzringen an den Arraypositionen mit den 
Ringelektroden 3a und 3a' dienen. 

In Figur 2 sind einzelne Arraypositionen 4 mit verschiede- 
nen Anordnungen der Uitramikroelektroden und Hilf selektro- 
den dargestellt, Figur 2a zeigt im Detail ein Paar 
ringfcirmige Uitramikroelektroden 3a und 3a' mit den Ablei- 
tungen 6 auf einer Afrayposition 4. In Figur 2b isind ring- 
f5rmige Bandelektroden 3a und 3a' sowie 3c angeordnet und 
zusStzlich eine zentrale* kreisf5rmige Hilf selektrode 3b im 
Zentrum dieser Bandelektroden, Figur 2c zeigt im Detail ein 
Paar interdigitaler Uitramikroelektroden 3 und 3' mit den 
Ableitungen 6 auf der Arrayposition . Figur 2d zeigt 2 Paare 
interdigitaler Uitramikroelektroden unterschiedlicher 
Geometric mit schmalen Elektrodenstrukturen 3 und 3' und 
vergrdfierten Strukturen 3d und 3d' mit indivlduellen 
Ableitungen 6. In Figur 2e ist auf der Arrayposition ein 
interdigitales Ultramikroelektrodenpaar 3 und 3' mit zwei 
metallischen Hilf selektroden 3e und 3e ' angeordnet . Figur 2f 
zeigt ein Paar interdigitaler Uitramikroelektroden 3 und 3' 
und . zwei flachige Hilf selektroden 3f und 3f' auf die 
Arrayposition, die von der isolierenden Schicht 5 bedeckt 
sind. In dieser Abdeckung 5 sind punktformig aktive 
Elektrodenf lachen 9 freigelegt, die parallel geschaltet 
sind. In Figur 2g ist ein interdigitales Elektrodenpaar 3g 
und 3g' mit analogem Aufbau von punktf5rmigen Elektroden 
wie far die Elektroden 3f und 3f ' dargestellt. Die 
punktf 5rmigen Elektroden 9 sind entsprechend der 
Fingerstruktur elektrisch miteinander verbunden. An der 
Arrayposition nach Figur 2h ist ein Paar flachiger 
Elektroden 3h und 3h' angeordnet, die ebenfalls von einer' 
Abdeckschicht 5 belegt sind, und Offnungen mit aktiven 
punktf5rmigen Elektroden 9 aufweisen. In Figur 2i ist ein 
maanderf5rmiges Elektrodenpaar 3i und 3i' mit einer 
fiachigen Hilf selektrode 3j kombiniert. 
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In Figur 3 ist ein Array mit Paaren von interdigitalen 
Ultramikroelektroden gezeigt, wo Adressierung und Steuerung 
der Elektrodenpolarisation durch CMOS-Schalter 12, 13 im 
Siliziumchip 1 an jedem einzelnen Interdigitalsystem 3 und 
3' angeordnet sind. Die f lussigkeitsdichte Abdeckung 7 
liegt uber dieser Schalterebene . Die Ableitungen 6 in der 
Ebene der Ultramikroelektroden fuhren an den Stellen 12a 
und 13a durch Offnungen in der isolierenden Abdeckschicht 7 
zu der Ebene der CMOS-Schalter. Von einer auf dem Silizium- 
chip angeordneten elektronischen Adressiereinheit 10 werden 
die Adressleitungen 14 und 15 bzw. 16 und 17 angesteuert. 
Die Schalter 12 zeigen die aktivierte Stellung beim 
Auslesen einer Spalte von Ultramikroelektroden-Paaren. Die 
adressierten Ultramikroelektroden sind mit den MeBleitungen 
18, 19 verbunden. Die Leitungen 18, 19 fuhren zu einem 
Leseverstarker 11. Die Schalter 13 sind in Ruhestellung und 
die nicht adressierten Ultramikroelektroden sind mit den 
Bias-Leitungen 20, 21 verbunden. 

In Figur -4 ist ein Sensor-Array mit Paaren von inter- 
digitalen Ultramikroelektroden gezeigt, das der Anordnung 
nach Figur 3 entspricht. Die oval umrandeten Bereiche 22, 
23 sind elektronische Schaltungen mit Integratoren als 
MeBwertspeichern, welche die Stromwerte der benachbarten 
Ultramikroelektroden 3, 3* speichern. In den Anordnungen 23 
wird Uber die Adressleitungen 16, 17 das Signal zur 
Durchfuhrung der Integration angelegt und die Ultramikro- 
elektroden mit den Bias-Leitungen 20, 21 verbunden. In den 
Anordnungen 22 ist durch die Signals der Adressleitungen 
14, 15 die Ausgangsspannung des Integrators an die 
MeBleitungen 18, 19 gelegt. 

In Figur 5 ist in Silizium Is als planarem TrSger eine 
CMOS-Wanne 24 mit Source 25 und Drain 26 integriert. Ein 
Gate und Leiterbahnen aus Polysilizium 31 verbinden zusamm- 
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men mit CMOS-Aliaininium 27 im CMOS- Die lektrikum 28 die chip- 
internen Elemente. Ebenfalls mittels Aluminium ist die 
Source 25 mit der Goldelektrode 30 durch eine^f lUssigkeits- 
dichte Silizium-nitrid-Passivierung 29 hindurch elektrisch 
verbunden. Im Kreuzungsbereich 32 kreuzen sich z.B, 
Leiterbahnen wie die Adressleitungen 15 mit Melileitung 18 
gemafl Figur 4 • 
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Aus.fuhrliche Erf indungsbeschreibung / bevorzugte 
Anordnungen 

Ftir die Konstruktion des elektrischen Sensorarrays werden 
planare TrSger bzw. Substrate aus verschiedenen Materialien 
verwendet. Ein besonders gtinstiges Material ist Silizium, 
weil mit den eingefuhrten technologischen Methoden der 
Halbleiterfertigung die erf indungsgemalben Ultramikro- 
elektrodenarrays in Dtinnf ilmtechnologie und in Waferprozes- 
. sen hergestellt werden konnen. Diese Methode ist variabel 
und preisgtinstig, wenn Arraypositionen mit geringer Dichte, 
d. h. ca- 10 - 30 Arraypositionen pro elektrisches Sensor- 
array hergestellt werden sollen, so dafi wie in Figur 1 
dargestellt, die Ultramikroelektroden durch isolierte 
direkte Kontaktierung mit Kontaktf lachen am Rand der Chips 
verbunden werden. 

Wenn zur Ansteuerung der individuellen Positionen des 
Sensorarrays Steuerung und Schaltung sowie Auslesung der 
einzelnen Positionen zusatzliche elektronische Elemente wie 
Transistoren, Dioden, WiderstSnde und Kondensatoren 
integriert werden, wie in Figuren 3 und 4 dargestellt, ist 
die Siliziumtechnologie unerlafi.lich. Silizium als planares 
Tragerelement wird insbesondere auch dann verwendet, wenn 
mehr als ca. 60 Arraypositionen pro Sensorelement oder eine 
sehr dichte Anordnung dieser Positionen erreicht werden 
soli. 

Im Falle direkter elektrischer Kontaktierung ist die 
Verwendung von Glas und glasahnlichen Substanzen sowie 
Keramik und auch den verschiedenen Arten von Polymeren als 
planare Tager moglich. Alle Substrate mussen dabei die 
Eigenschaft aufweisen, dafi metallische Leiterbahnen und die 
strukturierten Ultramikroelektroden auf ihnen haftfest 
aufgebracht werden k5nnen. Das halbleitende Silizium wird 
durch dUnne Schichten aus Siliziumdioxid Oder Silizium- 
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nit rid Oder deren Gemische isoliert. Auf den Einzelposi- 
tionen des elektrischen Sensorelements werden die Ultra- 
mikroelektroden und bedarfsweise Hilf selektroden oder 
Hilfsflclchen aus Metallen durch Aufdampfen oder Aufsputtern 
von Edelmetallfilmen wie Gold, Platin oder Iridium 
aufgebracht und ublicherweise durch photolithographische 
Prozesse und/oder NaB- bzw, Trockenatzen strukturiert . Mit 
HiLfe dunner Haf tschichten aus Chrom oder Titan oder Tantal 
Oder anderen ahnlichen Metallen wird die Haftung dieser 
Edelmetalle zum planaren Substrat verbessert. In besonderen 
Ausfiihrungsformen werdeh nm-strukturierte Ultramikroelek- 
troden in die Isolatorschichten eingelegt und damit zum 
Zwecke hoher Chipausbeuten und KurzschluBfestigkeit plana- 
risiert. 

Die fur die Detektion verwendeten Ultramikroelektroden, 
gemMIX Figur 2 sind mindestens paarweise angeordnet und 
kOnnen als interdigitale Ringstrukturen 3a, 3a'/ 3b, 3c, 
als interdigitale Strukturen verschiedener Geometrien 3, 
3', 3d, 3d* 3g, 3g' in einfacher oder mehrfacher Ausfuhrung 
Oder auch als MSander 3i, 3i' angeordnet sein. Sie kCnnen 
zusammen mit Flachen diskformiger Ultramikroelektroden 
sowie auch zusammen mit Hilf selektroden in verschiedensten 
Kombinationen benutzt werden. 

Die bandformigen Elektrodenstrukturen, die paarweise als 
kreis- oder spiralformige oder interdigitale oder 
maandrische Anodnungen ausgefuhrt sind, werden bevorzugt 
fur das Redox-Recycling als Detektionsverf ahren benutzt und 
photolithograf isch in Dimensionen zwischen 200 nm und 800 
nm gefertigt, sind aber prinzipiell auch sowohl in grofieren 
als auch in kleineren Dimensionen geeignet. 

Analoge Elektrodenstrukturen unter 500 nm Strukturbreiten, 
bevorzugt zwischen 100 und 300 nm, werden zur markerfreien 
Detektion der Af f initatsbindung groBer Molekule an die 
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elektrodengebundenen Fangermolekule mittels Impedanz- 
apektroskopie gefertigt, 

Eine besondere Eigenschaft der bandformigen paarweisen 
Ultramikroelektrodenstrukturen und auch der in grolier NShe 
angeordneten zusatzlichen Elektroden ist die Erzeugung 
hoher elektrischer Felder mit Feldstarken bis zu mehreren 
Megavolt pro m mit relativ geringen Spannungen von 
typischerweise 0,5 bis 20 V. Die elektrischen Felder 
zwischen sub-pm-Elektroden verlaufen nur in allernachster 
wahe der Elektroden und durchdringen damit bevorzugt die 
aufliegenden MolekUlschichten, erfassen aber vergleichs- 
weise wenig von der umgebenden Elektrolytlosung. 

Dies wiederum gestattet, einen elektrophoretischen Trans- 
port von Molekulen schon mit Spannungen von wenigen Volt 
und, damit einem erheblich niedrigeren Spannungsbedarf als 
bei den sog. Makroelektroden mit Abmessungen typischerweise 
uber 10 pm zu realisieren. Auch durch hbhere Spannungen 
hervorgerufene st5rende VorgSnge wie Elektrolyse, 
pH-Gradientenerzeugung u.a. werden auf diese Weise 
reduziert oder verhindert. 

Bei mehrfacher Anordnung paarweiser Ultramikroelektroden, 
wie in Figur 2b gezeigt, ist eine wahlweise Felderzeugung 
zwischen den verschiedenen Elektroden moglich. Auch die 
Moglichkeit von Differenz- oder BrUckenschaltungen bei der 
elektrochemischen Detektion ergibt melitechnische Vorteile 
zur Kompensation von StOrungen. So sind die in Figur 2d . 
dargestellten zwei Paare interdigitaler Ultramikro- 
elektroden mit unterschiedlichen Geometrien fur Differenz- 
schaltungen auf Grund unterschiedlicher Detektionseigen- 
schaften, wie die Amplif ikationsrate beira Redoxrecyling, 
geeignet. 

Auch unterschiedliche organische Beladungen erfailen diesen 
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Zweck einer Dif ferenzmessung. Mittels Abdeckung eines 
Paares durch galvanische Abscheidung von nicht Self-asssem- 
bling-monoschichten ausbildenden Metallen, wie z.B. Nickel 
o.a./wird z.B eine Iininobilisierung verhindert. Die 
metallische Hilfsschicht kann bedarfsweise elektrolytisch 
wieder entfernt warden. Auch nachtragliche individuelle 
Entfernung der Immobilisierungsschicht auf einer Elektrode 
z.B. durch Desorption einer Self-assembling-Schicht mittels 
elektrischer Oxidation auf einem dieser Elektrodenpaare 
kann ftir solche Dif f erenzmessungen genutzt warden. 

Die Erzeugung maximal 1 - 2 \m grolier punktf5rmiger Ultra- 
mi kroelektroden 9 auf den in der iibrigen Flfiche isolierten 
Arrays, wie in Figuren 2f, 2g und 2h dargestellt, dient 
optimaler hemispharischer Diffusion von elektrodenaktiven 
Partikeln zu den Elektrodenflachen. Diese hemispharische 
Diffusion bewirkt an den punktf ormigen Elektroden eine mehr . 
als zehnfach hohere Stromdichte pro Flache sowohl bei der 
Detektion als auch bei der Applikation von elektrischen 
Feldern verglichen mit Makroelektroden. 

In einer besonderen Ausf iihrungsf orm konnen diese punktfor- 
migen Elektroden wie auch die bandformigen Elektroden gemSIb 
Figuren 2a, 2h, 2c, 2d, 2e, 2f, 2h und 2i von einer diinnen 
Isolatorschicht auf einer oder beiden Elektroden eines 
Paares bedeckt sein und damit ein besonderes MeBelement zur 
Kapazitatsmessung immobilisierter oder an die OberflSche 
anbindender MolekOle darstellen. GleichermaBen ist durch 
solche Isolierung eines von zwei Paaren von Ultramikro- 
elektroden eine Dif ferenzmessung moglich. 

Die Kombination eines Ultramikroelektrodenpaares mit 
flachenf ormigen Hilf selektroden wie in Figur 2e darge- 
stellt, wird verwendet zur Vergrofterung metallischer 
Bindungsf lichen zur Immobilisierung von Molektilen. 
Gleichzeitig k5nnen diese FlSchen wie 3e und 3e', aber auch 
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2ur Applikation von elektrischen .Zusatzf eldern benutzt 
werden, urn beispielsweise MolekUle in die NShe der 
Detektionselektroden 3 und 3' zu transportieren oder bei 
der Beseitigung von unerwUnschten Molekiilen Feldunter- 
stiitzung zu ermoglichen. In Figur 2f ist die Kombination 
eines interdigitalen Ultramikroelektrodenpaares mit 
Hilfselektroden 3f, 3f ' gezeigt, die mit den beschriebenen 
punktformigen Elektroden beset zt sind. Dabei werden die fur 
band- und punktf ormige Elektroden vorstehend beschriebenen 
unterschiedlichen Eigenschaf ten der Ultramikroelektroden 
kombiniert. 

In einer besonderen Ausf Uhrungsf orm, wie in Figur 2h 
dargestellt, werden flachenf ormige Elektroden mit ultrami- 
kroelektrodenformigen Punkten 9 besonders zur Anwendung fur 
die Impedanzspektroskopie benutzt. Dabei konnen 
immobilisierte Molekule sowohl uber den gesamten Elektro- 
denflachen oder in den Zwischenraumen oder auf den aktiven 
Elektrodenoberfiachen spezifisch gebunden sein. In einer 
anderen Ausfuhrungsvariante werden die Molekule auf den 
dannen Isolatorschichten, mit denen die Elektroden bedeckt 
sind immobilisiert . ^r. 

Weitere Kombination von Elektrodenf omen und damit deren 
Eigenschaf ten wie z, B, die Doppelanordnung der Elektroden- 
paare 3, 3' oder die Kombination von 3a, 3a' mit 3e, 3e' 
Oder 3e, 3e' mit 3g, 3g' und andere sind dabei mOglich. 

Eine besondere Ausftihrungsf orm sind die ringf5rmigen 
Ultramikroelektroden 3a, 3a' in Figuren 1, 2a und 2b, die 
im Prinzip analoge Eigenschaf ten wie die Paare interdigi- 
taler Mikroelektroden 3 und 3' zeigen, aber effektiver die 
Ausnutzung der Sensorarrayf lache gestatten und die 
Applikation zentraler 3b und aufterer Hilfselektroden 3c 
ermoglichen, die fur Feldverteilung und Felderzeugung von 
Bedeutung sind. Mit letzterer Anordnung laiit sich ein 
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kaf igahnliches Feld liber z.B. zeitweise inaktiven 
Elektroden 3a, 3a* erzeugen und gezielt Molekaie in diesen 
Bereich hereinziehen oder abstoBen. 

Die in Figur 2i dargestellten maanderf Ormigen Elektroden 3i 
und 3i' entsprechen in ihren Eigenschaf ten den ringfor- 
migen- und den interdigitalen Bandelektroden und k6nnen 
ebenso mit den Hilf selektroden 3j fUr Dif ferenzmessungen 
Oder zur Felderzeugung kombiniert werden. 

Eine spezielle, nicht in den Abbildungen dargestellte Form 
bandformiger Elektroden ist die spiralf ormige Anordnung der 
Ultramikroelektroden, bei denen parallele Elektrodenbander 
von aulben nach innen oder von innen nach auften laufen und 
zu getrennten Kontaktleitungen fuhren. Auch die spiral- 
formigen Ultramikroelektroden konnen wieder mehrfach als 
Paare mit unterschiedlichen Geometrien kombiniert werden,. . 
gegebenenfalls auch mit zuscitzlichen Hilf selektroden, 
entweder f lclchenf5rmig oder entsprechend ^b und 3c. 

Sowohl die ringformigen als auch die kreis- und spiralf or- 
migen Ultramikroelektroden konnen in Analogie zur Figur 2g 
mit punktformigen Ultramikroelektroden zusatzlich struktu- 
riert sein und weisen dann auch analoge Eigenschaf ten auf. 

Eine besondere Ausfiihrungsform der Ultramikroelektroden- 
arrays entsteht nach Anspruch 7 dadurch, dafi auf den 
einzelnen Positionen bandfdrmige Elektroden, wie in Figuren 
2a, 2b, 2c, 2d oder 2i, oder flachenf ormige Elektroden 
analog Figur 2e, mehrfach ubereinander gestapelt werden und 
die dann von isolierenden Zwischenschichten wie Silizium- 
dioxid^ Siliziumnitrit, Siliziumoxinitrit voneinander 
isoliert sind. Dazu wird das Aufdampfen yon Metallen und 
die PECVD-Abscheidung der typischerweise 2-100 nm dicken 
Isolatorschichten kombiniert. Diese gestapelten Elektroden 
sind typischerweise 10 - 200 nm dick und bewirken an den 
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-Schnittkanten eines solchen Stapels, der von einem Isola- 
tionsmaterial bedeckt ist, ein Ultramikroelektrodenver- 
halten, wo allerh5chste Annaherung der Elektroden und die 
Erzeugung ultrahoher Feldstfirken erreicht werden. Die 
einzelnen Schichten werden bei dieser Anordnung individuell 
unter der isolierenden Bedeckung seitlich zu Kontaktfiachen 
herausgef Uhrt . 

Prinzipiell ist es auch moglich, die in Figur 2 gezeigten : 
und vorstehend beschriebenen Ultramikroelektroden und 
Hilfselektrodenstrukturen mit metallischen Fiachen zu 
kcirfjinieren, die keinen elektrischen Anschluli tragen. Sie 
dienen dann z.B. als Areale zur Irnmobilisierung von affini- 
tatsbindenden Molektilen. 

Die Ultramikroelektroden einer einzelnen Arrayposition 
werden mit metallischen Gesamtf lachen von typischerweise 
100 - 30 000 pm^ ausgefUhrt und gestatten es daher, Array- 
positionen mit sehr kleinen Abmessungen zu konstruieren, 
wobei die Abstande der Arraypositionen typischerweise den 
Abmessungen der aktiven ElektrodenflSchen von 30 ]m bis 
300 ]m entsprechen,; aber auch wesentlich grSBer oder 
kleiner sein kOnnen, wenn Applikationen dies erfordern. 

Wie in Figur Id dargestellt, werden fur spezielle 
Anwendungen,. dies sind insbesondere quantitative volta- 
raetrische Meliverfahren wie das Redox-recyling, die Array- 
positionen durch volumenseparierende Mikrokompartments 
voneinander abgetrennt., Im Falle qualitativer Detektion, 
wie lokale Impedanzspektroskopie an sensorgebundenen 
FangermolekUlen ist die Volumenseparierung in der Kegel 
nicht erforderlich. 

Volumenkompartimentierte Mikroareale werden auch dann 
benutzt, wenn Reaktionen und Molektilimmobilisierungen auf 
individuellen Arraypositionen ausgefiihrt werden sollen. 
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Falls die Detektion dies erfordert, k5nnen diese Kompart- 
merits wahlweise nach ausgeftihrten Immobilisierungsreak- 
tiorien wieder entfernt werden. Damit ensteht ein ideal 
planares Sensorarray, das homogen sowohl fiir Analyt- als 
auch Reagenzl6sungen zuganglich ist, 

Mittels Stempel-, Piezo- oder Tintenstrahltechnik oder 
anderen Spottingverfahren, wie Mikrokapillardosierung 
kbnnen die zu iminobilisierenden Molekule ebenfalls auf den 
Sensorarrayf lichen ohne Kompartimentierung lokal 
positioniert werden. 

Die zu immobilisierenden Fangerraolekiile selbst werden nach 
bekannten Verfahren iiber bif unktionelle Reagenzien 
z.B. Alkyloxisilane mit verschiedenen funktionellen Gruppen 
wie Halogen-, Amino-, Thioester- und Aldehydgruppen, 
Succinimid-> Carbodiimid- und andere gebrauchliche Kopp- 
lungsgruppen (H.G. Baumert and H. Fasold, Methods in 
Enzymology, Vol. 172, p. 584] an die OberflSchen der 
planaren Tr^gerelemente wie .z.B. Siliziumdioxid/ Glas, 
Keramik oder Polymere oder auch an die Wandungen der 
Si- Oder polymeren Mikrokompartments gebunden. 

Eine bevorzugte Immobilisierungsf orm ist die Nutzung der 
Gold- und Platinoberf IMche als Immobilisierungsareal f Or ' 
Thiolderivate von FSngermolekiilen, die sog. Selbstorga- 
nisierende molekulare Monolayer auf diesen gut definierten 
Elektrodenoberf lachen ausbilden [S.D. Evans et al., J. 
Amer. Chem. Soc. 113 (1991)5866], 

In einer anderen Ausf uhruhgsform werden die im ganzen mit 
Self-assembling-schichten auf den Elektroden belegten 
Arraypositionen teilweise wieder gereinigt. Molekule, die 
sowohl auf Detektions- als auch Hilfsflachen gemeinsam auf 
den MetalloberflSchen immobilisiert wurden, k5rinen durch 
Applikation elektrischer Felder gezielt von den Detektor- 
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Potentiale wird die Desorption von Thiolen erreicht, so dali 
die Detektionselektroden frei von Beschichtungen werden. 
Sie k5nnen dann Produkte detektieren, die z.B. auf anderen 
Flachen der Sensorarrayposition, wie den metallischen 
Hilfsflachen gebildet werden - 

Alternativ zu den vorstehend beschriebenen Iinmobilisie- 
rungen von af f initatsbindenden Molekulen auf den Elektroden 
Oder Hilfselektroden oder metallischen Hilfsflachen bzw. 
den Wandungen oder anorganischen TeilflSchen der einzelnen 
Sensorareale kSnnen diese aff initatsbindenden MolekQle 
wahlweise auch iiber den Sensorpositionen angeordnet und 
dazu an partikulSren oder gelartigen Tragern gebunden 
werden. In dieser Form ist es moglich, die Produkte der 
Enzynunarker von biochemischen Assays , die an kugelf ormigen 
Oder partikelformigen Polymeren oder metallischen oder 
mineralischen Partikeln gebunden sind, in den o.g. Mikro- 
kompartments anzuordnen oder mechanisch, beispielsweise 
durch EinschluB zu fixieren. Auch die Fixierung magne- 
tischer Tragerpartikel in den Mikrokompartments durch 
Magnete unterhalb der Chips ist geeignet, unterschiedliche 
Sensorarraypositionen zu beladen. 

Auch das Einbringen von Gelen mit inkorporierten affini- 
tatsbindenden Molektilen oder Molekiilkomplexen in die 
Mikrokompartments oder iiber die gesamte Sensor flSche ist 
m5glich. Solche Gele kOnnen ablicherweise durch Diffusion 
Oder elektrisch unterstiitzte Diffusion wie bei der Gelelek- 
trophorese mit biochemischen Assays oder Assaykomponenten 
beladen werden. Durch die Anordnung mehrerer Ultramikro- 
elektroden an jeder Arrayposition ist dies im Gegensatz zu 
anderen beschriebenen Verfahren an jeder bzw. alien 
einzelnen Sensorarrayposition unabhSngig moglich. 

In einer besonderen Ausfdhrungsform werden die an der 
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Arrayoberfiache immobilisierten Molektile partiell in den 
Kompartments oder homogen Uber die gesamte Sensorarray- 
flache mit einem permeablen Hydrogel bedeckt. Das Gel wirkt 
als Schutzschicht oder erleichtert den MolekUltransort 
durch Elektropho'rese. 

Die Anordnung immobilisierter biochemischer Assays an 
Partikeln oder in Gelen Qber den Elektroden wird dadurch 
moglich, daft Detektionsverfahren wie das Redox-Recycling, 
die niedermolekularen von den Assays produzierten und an 
die Elektroden dif fundierenden Enzymprodukte messen, 
solange die Wassereinlagerung in den Gelen oder Zwischen- 
raumen zwischen Partikeln eine Diffusion gestatten. Das 
Redox-Recycling selbst ist durch die geringen Distanzen 
zwischen den Ultramikroelektroden dadurch ausgezeichnet , 
daft aufliegende Partikel oder Gele solche Detektionen nicht 
storen, da sie vorzugsweise in oder nahe der molekularen 
Doppelschicht, die durch Polarisation an den Elektroden- 
oberfiachen entsteht, verlaufen. In gleicher Weise ist auch 
eine irapedimetrische Detektion an den Ultramikroelektroden 
im Gegensatz zu ublichen Verfahren, die weit voneinander 
entfernte Elektroden nutzen [V.M. Mirsky et al. Biosensors 
& Bioelectronics 12,9-10(1997)977] weitgehend partikel- 
unabhangig. Bei Ultramikroelektroden mit einem Elektro- 
denabstand von 200 nm und ca. 1 pm langen DNA-Molekalen, 
die an deren OberflSche in groftter NShe zueinander 
affinitatsgebunden sind, verlauft das elektrische Feld 
zwischen 2 Bandelektroden im wesentlichen durch die 
Molekule selbst, wobei weiter entfernte Partikel ebenso wie 
der Grundelektrolyt in der Losung wenig Einfluft haben. 

Ein besonderes Merkmal der Erfindung ist die individuelle 
Kontrolle elektrochemischer Prozesse zur Detektion an jeder 
einzelnen Arrayposition unabhangig in der Weise, daft durch 
elektrisches Auslesen und damit verbundenes. Schalten diese 
Prozesse nicht gest5rt werden. Erf indungsgemSft. wird dies 
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dadurch erreicht, dali die Elektrodenpolarisation wie s.ie 
beispielsweise far das voltammetrische Redox-Recycling 
benStigt wird, an alien Arraypositionen individuell erzeugt 
.werden mulJ. Dies ist problemlos durch Multipotentiostaten 
mit direkten Leiterbahnen zu jeder Chiparrayposition und 
jeder Einzelelektrode simultan und parallel moglich 
. [R. Hintsche et al. Biosensors & Bioelectronics 
9(1994)697]. Da auf diese Weise die Zahl der m5glichen 
Arraypositionen sehr durch den elektronischen Aufwand beim 
Meligerat begrenzt ist und auch durch die Zahl der 
Leiterbahnen limitiert ist, werden erf indungsgemSli die 
einzelnen Detektorelektroden seriell, d. h. nacheinander 
vermessen. Vorbedingung ist dabei, dali die elektrischen 
Potentiale zur Polarisation fur Anode und Kathode beim 
Redox-Recycling auch dann erhalten bleiben, wenn die 
Elektroden einzeln nacheinander Oder in Gruppeh mittels 
individueller Schalter an das MeBgerat angeschlossen 
werden. 

In der einfachsten AusfUhrungsform mit direkter Kontak- 
tierung der Elektrodenarraypositionen nach Figur 1 wird 
dazu ein ASIC benutzt. Bezilglich der Messung hat er die 
Funktionalitat eines Multiplexers, d.h. die individuell mit 
dem ASIC verbundenen Sensorpositionen werden seriell 
adressiert und auf einen einzigen Bipotentiostaten zur 
Auslesung geschaltet. Abweichend von einer einfachen 
MultiplexerausfUhrung sind jedoch die einzelnen Schalter 
des Multiplexers nicht als Ein-Aus- Schalter sondern als ■ 
Umschalter ausgelegt. Im nicht adressierten Zustand 
verbinden sie die Sensorpositionen mit einer Biasspannung, 
die der Auf rechterhaltung der Elektrodenpolarisation 
wahrend des Nichtlesezustands dient. 

In einer komplexeren AusfUhrungsvariante wird die st5rungs- 
freie Umschaltung eines grOBeren Arrays von Sensor- 
elektroden erf indungsgemSli, wie in Figur 3 dargestellt. 
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dadurch erreicht, dafi neben Oblichen Adress- und MeBleitun- 
gen, wie sie flir elektronische Speicher seit langem verwen- 
det werden, zusStzliche potentialfuhrende Leitungen, soge- 
nannte Biasleitungen angeordnet warden. Die Adressierung 
wird dabei von einem Adressierelement, das aulierhalb des 
eigentlichen elektrischen Sensorarrays entsprechend Detail 
10 in "Figur 3 angeordnet sein kann, iiber die' Adressleitun 
gen .14/15 und 16/17 ausgefuhrt werden. Die Meiileitungen 18 
und 19 in Figur 3 und die Biasleitungen 20 und 21 werden 
dabei von speziellen LeseverstSrkern 11 ausgelesen, die 
ebenfalls auBerhalb des eigentlichen elektrischen Sensor- 
arrays angeordnet sind. Durch die MeBleitungen 18 werden 
dabei alle Elektroden 3 auf den unterschiedlichen Sensor- 
arraypositionen erfafit und gemessen/ wahrend die MeBleitung 
19 alle Interdigitalelektroden 3' in Figur 3 messen kann. 
In analoger Weise konnen alle Elektroden 3 von der 
Biasleitung 21 mit der gleichen Polarisationsspannung, die 
z,B. far die Oxidation einer zu detektierenden MolekUlart 
erforderlich ist, versorgt werden. In gleicher Weise k5nnen 
alle Elektroden 3' durch die Biasleitung 20 mit dem 
Potential fur die Elektrodenpolarisierung, das fur eine 
Reduktion notwendig ist, versorgt werden. Die an jeder 
Sensorposition integrierten Umschalteinrichtungen 12 und 13 
bewirken dabei die Umschaltung zwischen -Lese- und . 
Nichtlesezustand. Beim Lesezustand wird die ablaufende ■ 
elektrochemische Reaktion mefttechnisch aber die MeBlei- 
tungen erfaflt und gleichzeitig mittels des Multipo- 
tentiostaten gesteuert. Im Nichtlesezustand werden die 
elektrochemischen Vorgfinge, z.B. Oxidation oder Reduktion, 
durch die Biasleitungen 21 far 3 und 20 far 3' 
kontinuierlich mit den Polarisationsspannungen versorgt und 
kontrolliert . Die Schaltelemente 12 und 13 werden z.B. mit 
konventioneller CMQS-Technologie mit ablicher Halblei- 
tertechnologie in Siliziumwaf ern an jeder Arrayposition 
lokal angeordnet. Ober diesen integrierten CMOS-Schaltern, 
an die MeB-, Bias- und Adressleitungen gefahrt werden. 
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befindet sich eine f lussigkeitsresistente Isolations- 
schicht, z.B. aus Siliziumoxinitrit, wahlweise in 
Kombination mit Siliziumdioxid. Der Kontakt zwischen den 
Schaltelementen 12 und 13 und den individuellen Elektroden 
3 und 3', die in der beschriebenen Dunnf ilmtechnologie auf 
dieser Isolationsschicht durch Elektronenstrahlverdampf en 
Oder Sputtern und ^hnliche Prozesse aufgebracht warden, 
wird durch eine senkrechte Durchkontaktierung zur CMOS- 
Elementebene im Silizium erzeugt. Alle Strukturen oberhalb 
dieser f Itissigkeitsresistenten Isolationsschicht ent- 
sprechen den in Figuren 1 und 2 dargestellten Details mit 
dem Unterschied, daft die in Figur 1 gezeigte direkte 
Kontaktierung durch Leiterbahnen entfallt. Die besondere 
.Konstruktion der integrierten CMOS-Schalteinrichtungen 12 
und 13 ermoglicht es, das Umschalten vom Lese- in den 
NichtleseprozeB fiir die interdigitalen yitramikroelektroden 
ohne EinfluB zu realisieren. Dies ist notwendige Voraus- 
setzung far den gesamten mefitechnischen ProzeJi, da sich 
durch die Elektrodenpolarisation an der Elektroden- 
oberfiache eine. elektrochemische Doppelschicht ausbildet, 
die als eine Art chemisches GedSchtnis wShrend des 
Schaltprozesses erhalten bleiben muli. 

Der Umschaltprozess dauert nur Mikrosekunden, so daJi 
wahrend dieser Zeit die Elektrodenkapazitaten als 
Spannungsspeicher wirken. Danach ist die Versorgung der 
Elektroden mit Poiarisationsspannung von den MeBleitungen 
18 und 19 auf die Biasleitungen 20 und 21 umgeschaltet . 

In Figur 3 stellen die schwarzen Vollkreise 12 diejenigen 
Schaltelemente dar, die im Lesezustand von den Meftleitungen 
18 und 19 mit der Poiarisationsspannung versorgt werden und 
durch diese Leitungen auch mit den LeseverstSrkern zur 
Detektion des elektrochemischen voltametrischen oder 
impedimetrischen Ereignisses verbunden sind. Die 
Adressierung vom elektronischen Element 10 erfolgt dabei 
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reihenweise, so. dafi sich, wie schematisch dargestellt, 
iriehrere Sensorarraypositionen iiti Lesezustand befinden. Sie 
k5nnen durch das mefttechnische Element mit Leseverstarkern 
.11 nacheinander, mit einem Leseverstarker oder parallel mit 
zwei LeseverstMrkern ausgelesen werden bzw. der elektroche- 
mische Vorgang verfolgt werden. Die reihenweise 
Adressierung durch die Adressleitungen 14 und 15 erlaubt 
eine beliebige Verlangerung dieser Reihe adressierter 
Arraypositionen und beliebig viele Elemente, die jeweils 
wieder durch die Melileitungen nacheinander oder parallel 
durch Leseverstarker ausgemessen werden kOnnen. Nach 
Beendigung des Meliereignisses an dieser senkrechten mit 
schwarzen Schaltelementen dargestellten Reihe von 
Sensorarraypositionen kann die benachbarte senkrechte Reihe 
mit den bisher inaktiven Schaltelementen 13 durch die 
beiden Adressleitungen 16 und 17, die jeweils die 
Elektroden 3 oder 3' ansteuern, in die MeBposition wie 
vorstehend beschrieben umgeschaltet werden. . Dies geschieht, 
nachdem die vorher in Lesezustand befindliche Reihe auf den 
Nichtlesezustand umgeschaltet wurde. So fortschreitend kann 
einzeln oder in Reihen jede Sensorarrayposition wie in der 
Speichertechnik ablich, adressiert und ausgelesen werden. 
Diese Meii-, Bias- und Adressleitungen konnen in der 
Siliziumebene durch eine sog. Mehrlagenverdrahtung 
. realisiert werden, wie sie in der Siliziumtechnologie fur 
elektronische Bauelemente iiblich ist. 

In einer anderen spezifischen AusfUhrungsform, die in Figur 
4 schematisch dargestellt ist, werden die elektrischen 
Sensorarrays zusatzlich neben den CMOS-Schalteinrichtungen 
12 und 13 zusatzlich mit weiteren integrierten Elementen 
zur Auslesung, Verstarkung und gegebenenf alls zur Zwischen- 
speicherung ausgeriistet. Dabei wird der Lesezustand, wie 
vorstehend zu Figur 3 beschrieben, in gleicher Weise durch 
die Adressierleitungen 14 und 15 bestimmt und die iibrigen 
Arraypositionen mit den Adressleitungen 16 und 17 uber die 
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Biasleitungen 20 und 21 kontrolliert und durch die Meli- 
leitungen 18 und 19 ausgelesen. In den elektronischen 
Elernenten 22 und 23 in Figur 4 sind an jeder Arrayposition 
und an jeder individuellen Elektrode 3 und 3' elektronische 
Verstarker angeordnet. Dabei wird an der Arrayposition 
direkt das elektrochemische MeBsignal, das durch die 
Elektrodenprozesse generiert wird, Uber Vorverstarker 
verstarkt und kann dann entsprechend Figur 3 uber die MeB- 
leitungen 18 und 19 im adressierten Zustand ausgelesen 
werden. Bei dieser Verf ahrensweise sind die nichtadressier- 
ten Leseverstarker in den elektronischen Elernenten 23 ohne 
Fun ktion. 

In einer besonderen Ausftihrungsform werden in die elektro- 
nischen Elemente 22 und 23 zusatzlich elektronische 
Speicher integriert . Da der elektrochemische ProzeJi durch 
die konstant erhaltene Elektrodenpolarisation auch in den 
Zeiten ablauft, in denen sich Elektrodenarraypositionen im 
Nichtlesezustand befinden, wird diese Zeit genutzt, um Uber 
die Leseverstarker das in den Ultramikroelektroden gene- 
rierte Signal in einem elektronischen Zwischenspeicher zu 
akkumulieren und abzuspeichern. Bei dieser Ausftihrungsform 
wird das an den Elektroden generierte Signal Uber 
Leseverstarker in einen Zwischenspeicher gegeben, der beim 
Lesevorgang uber die Melileitungen ausgelesen wird. Danach 
wird beim Lesevorgang das wahrend der gesamten Zeit im 
Nichtlesezustand im Speicher akkumulierte elektrochemische 
Ergebnis sehr rasch ausgelesen. Es ist bei dieser Anordnung 
nicht notwendig, langere Melizeiten wahrend eines Auslese- 
vorganges in Kauf zu nehmen. Die besondere Konstruktion mit 
den zusatzlichen Biasleitungen macht diese Art der 
MeBwertgewinnung und Zwischenspeicherung mSglich. Man 
erreicht auf diese Weise eine erhebliche Beschleunigung des 
Ausleseprozesses und eine wesentliche Verbesserung des 
Nutzsignals/pro Zeit verglichen mit der AusfUhrungsvariante 
in Figur 3. In der Ausfuhrungsvarlante gemaB Figur 4 lassen 
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sich durch die Integration elektronischer .Komponenten an 
den einzelnen Arraypositionen auch elektrische Sensorarrays 
.mit hoherer Dichte der Arraypositionen (1000 und mehr) 
anordnen. 

Typisch fur die integrierten CMOS-Schalter und elek- 
tronischen Zusatzelemente unterhalb der Arraypositionen ira 
Silizium werden Standardtransistoren wie in Figur 5 
schematisch gezeigt als CMOS-Wanne 24 mit Source 25 und 
Drain 26 angeordnet. Gates und Leiterbahnen aus Poly- 
silizium 31 verbinden wie auch CMOS-Aluminium 27 im CMOS- 
Dielektrikum 28 die chipinternen Elemente. Ebenfalls 
mittels Aluminium oder auch Wolfram wird die Kontaktierung 
der chipinternernen Elemente mit den Elektroden an den 
Sensorarraypositionen durch eine f lussigkeitsdichte 
Siliziumnitrid-Passivierung 29 hindurch errreicht. Der 
Kreuzungsbereich 32 zeigt exemplarisch, wie sich Leiter- 
bahnen kreuzen, z.B. die Adressleitung 15 mit Mefileitung 18 
gem^JJ Figur 4. 

Die vorstehend beschriebenen mit verschiedenen elek- 
tronischen Elementen ausgerusteten elektrischen 
Sensorarrays eignen .sich alle in gleicher Weise fiir eine 
Multianalytmessung. Wie vorstehend beschrieben, wird die 
Immobilisierung unterschiedlicher af f initatsbindender 
Molekule auf einzelnen Sensorarraypositionen, z. B. in den 
Mikrokompartments, ausgefuhrt, indem durch Mikrodosierung 
beispielsweise tintenstrahlanaloge Dosiertechnik (z.B, 
Piezodosierer) oder Mikrokapillardosierung die Reaktions- 
losungen zugefiihrt werden. Es ist ebenso moglich, durch 
Stempeltechniken individuell auf einzelne Positionen 
Molekule auf zubringen, die dann reagieren oder haften. 
Beispielsweise werden Self assembling-Schichten durch sog. 
Kontaktstempelung vom Stempel auf die Elektrodenoberf lache 
dbertragen und damit individuell tiber eine Thiol-Goldbin- 
dung belegt. 
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Bei einer anderen Ausf uhrungsf orm wird die Immobilisierung 
durch aufgesetzte Mikrodurchf lulisysteme bzw. Stempel fUr 
die Applizierung von FlOssigkeiten durch Ein- und Aus- 
fluB5ffnungen iiber einzelnen Arraypositionen oder in 
Gruppen oder in Reihen erreicht. Die so mit unterschiedli- 
chen affinitatsbindenden Molekulen ausgestatteten 
Arraypositionen aller Ausf ahrungsformen warden dann mit 
einem Multianalytgemisch in ihrer Gesamtheit in Kontakt ■ 
gebracht. Dies kann durch Tauchen des Sensorarrays in die 
Analytlosung oder durch Einbau in eine Durchf luBzelle oder 
durch Befallen von Kompartments an den Einzelpositionen 
erfolgen. Die unterschiedlichen affinitatsbindenden 
Molektile auf oder aber den Arraypositionen binden durch 
ihre hohe Spezifitat ausschlieMich ihr ZielmolekUl, sofern 
es im Analytgemisch vorhanden ist. Dieser BindungsprozeB 
ebenso wie ein analoger BindungsprozeB an immobilisierten 
Molekulen in Gelen oder auf Partikeln ist Voraussetzung fUr 
den folgenden elektrochemischen DetektionsprozeB . Die 
Verwendung von tragergebundenen FangerroolekUlen erzielt 
hohe Beladungsdichten in einer Sensorarrayposition, da 
nicht nur die Fiachen, sondern das Volumen genutzt wird. 

■ Fur das Redox-Recycling werden Enzymmarker verwendet, die 
entweder mit dem Zielmolekul an die Sensorarrayposition 
eingefUhrt werden oder naoh der erfolgten spezifischen 
Bindung durch sekundSre Bindungsprozesse wie AntikSrper- 
' bindung, Interkalation, kovalente Anheftung und andere 
gebrauchliche Markierungsreaktionen gebunden werden. Die 
Markerenzyme, die sich nur an Arraypositionen befinden, an 
denen die molekulare Erkennungsreaktion stattgefunden hat, 
werden mit einem elektrochemisch inaktiven Substrat z. B. 
p-Aminophenylphosphat versetzt, das dann durch die Enzym- 
reaktion in ein elektrodenaktives Produkt das p-Aminophenol 
umgewandelt wird. Im zyklischen Prozess einer an Anode und 
Kathode der bandfSrmigen Ultramikroelektroden ablaufenden 
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Oxidation und Reduktion wird ein Summenstrom ermittelt, der 
mit der Menge der an dieser Arrayposition gebundenen 
Molekiile streng korreliert. Bezogen auf gebundene Analyt- 
molekiile muB die Menge eingefuhrten Markerenzyme quanti- 
tativ und stochiometrisch sein, Nutzt man die zur Immobi- 
lisierung hergestellten Mikrokompartments auch zur 
Volumentrennung bei dieser Art Detektion aus, ist die in 
jedem Mikrokompartment entstehende Konzentration an 
elektroaktiven Spezies ein quantitatives Mali fUr die Zahl 
der an dieser Arrayposition individuell stattgef undenen 
Erkennungsreaktionen. Auf diese Weise bedeutet das Fehlen 
einer. elektrochemischen Reaktion auch das Ausbleiben des 
Eirkennungsereignisses und damit die Abwesenheit des 
gesuchten Analyten an der jeweiligen Arrayposition. 

Die von den Enzymmarkern fur das Redox-Recycling erzeugten 
elektrodenaktiven MolekQle k5nnen problemlos in wasserhal- 
tigen Gelen an die Elektrodenoberf l^che dif fundieren. Auch 
aus einer Partikelpackung uber dem Elektrodenarray diffun- 
dieren sie uber die Fliissigkeit zwischen den festen 
Partikeln, wobei im geringen Restvolumen besonders rasch 
eine Konzentrationserhohung herbeigef uhrt wird. 

Da sich der DetektionsprozeB durch das Ultramikroelek- 
trodenverhalten nur unmittelbar an der Elektrodenoberf lache 
abspielt, ist die bestimmende Zone die Elektrodendoppel- 
schicht und wenige Molektillagen daruber. Dadurch ist die 
Methode unabhangig von Konvektion und allein durch die 
Braun'sche Molekularbewegung bestimmt, so daB jegliches 
aktives Ruhren unterbleiben kann und zum Beispiel mit Stop- 
Flow-Verf ahren oder geschlossenen Kammern und Mikrokompart- 
ments gearbeitet werden kann. 

In einer anderen Ausfiihrungsf orm, wenn die Mikrokom- 
partments nach erfolgter Immobilisierung wieder entfernt 
warden, erhSlt man nur qualitative Aussagen fur die An- 
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Oder Abwesenheit von Analyten unter der Bedingung, dali die 
Konvektion sich bildendender Markerenzymprodukte genQgend 
unterdruckt wird, z.B. durch ausreichenden Abstand der 
Positionen und stopped flow Analytik. 

In einer weiteren AusfUhrungsform warden die planaren 
Sensorarrays zur Redox-Recycling- Detektion wieder mit 
volumentrennenden Eleraenten fiir die Arraypositionen ver- 
sehen. Dies kann beispielsweise auch durch das Aufsetzen 
der vorstehend zur Immobilisierung beschriebenen Stempel 
erfolgen. Es lassen sich damit Einzelsensorarraypositionen, 
Gruppen von Arraypositionen oder Reihen von Arraypositionen 
separat erfassen und messen. 

Bei einer anderen AusfUhrungsforra, die die elektrochemische 
Impedanzspektroskopie als Detektionsmethode verwendet, 
werden ebenfalls die in Figuren 1, 3 und 4 beschriebenen 
Anordnungen der elektronischen Schalt- und Zusatzelemente 
Wechselstrom verwendet. Die Spezifitat dieser MeBmethode 
und der Abstand der Elektroden in den nm-Dimensionen machen 
es moglich, eine solche Reaktion markerfrei zu vermessen. 

Zur Messung werden WechselstrOme mit bestimmter Frequenz 
Oder Frequenzgemische von 0,1 Hz - IMHz auf eine 
Biasspannung von vorzugsweise 10 - 200 mV aufgeprSgt, die 
in der gleichen Weise wie die Elektrodenpolarisation fflr 
die voltametrischen Methoden an die Arraypositionen 
angelegt wird. Bei dieser Detektionsmethode werden 
Elektrodenabstande < 500 nm, bevorzugt 20 - 200 nm, 
verwendet. Wie bei den Ausfuhrungsvarianten ftlr das Redox- 
Recycling werden die auf oder zwischen den Elektroden- 
oberflachen in der Sensorarrayposition iiranobilisierten, 
affinitatsbindenden Molekiile mit dem Gemisch verschiedener 
Analyte zusammengebracht und die molekulare Erkennungs- 
reaktion lauft wie voranstehend beschrieben ab. Mit den 
durch die geringen Elektrodenabstanden erzielbaren starken 
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elektrischen Feldern von einigen MV/m kann auf jeder 
Position individueli vermessen warden, wie die affinitats- • 
bindenden Molekule die Elektrodenoberf ISche bedecken. Dies 
zeigt sich entsprechend der Bedeckung der Oberflachen durch 
die Abnahme der Kapazitat der Ultramikroelektroden . Erfolg 
der Immobilisierung und Bedeckungsgrad lassen sich auf 
diese Weise quantitativ verfolgen. Die mit affinitats- 
bindenden Fangerelektroden versehenen einzelnen Sensor- 
arraypositionen werden individueli mittels konventioneller 
Impedahzspektroskopie bei einzelnen Frequenzen oder mit 
Frequenzgemischen und Fourier-Analyse vermessen, wobei 
KapazitMt, Leitf^higkeit und Dielektrizitatskonstante sowie 
der Phasenwinkel durch die Messung und ihre Auswertung 
separiert werden konnen. Nach erfolgter Erkennungsreaktion 
aneiner einzelnen Arrayposition, die ublicherweise mit 
einera grolieren Biomakromolekul erfolgt, bildet sich ein ' 
groBer Molekulkomplex, der typischerweise grower ist als 
der Abstand zwischen zwei Elektroden. Das elektrische Feld 
reicht dabei nicht erheblich iiber diese MolekQlkomplexe 
hinaus und erfalit so nur die elektrodennahen Bereiche, so 
daB schwebende Partikel nicht st5ren. Impedanzmessung aus 
vor und nach erfolgten Erkennungsreaktionen mit den 
gleichen Parametern wird zur Dif f erenzbildung benutzt. Eine 
sichtbare Veranderung gibt Auskunft dariiber, an welchen 
Positionen Komplexbindungen stattgefunden haben. Die 
Impedanzanderung wird durch die Verdrangung des 
Elektrolyten und Beeinf luftung des. elektrischen Feldes z.B. 
durch geladene DNA-MolekUle hervorgerufen. 

Im Unterschied zum quantitativen Redox-Recycling ist die ■ 
impedanzspektroskopische Detektionsmethode semiquantitativ 
und gestattet eine Aussage iiber stattgef undene oder nicht 
stattgef undene molekulare Erkennungsreaktionen. Die 
Parameter, die bei der Impedanzspektroskopie ausgewertet 
werden, erlauben Aussagen iiber die Grolie der Molekiile, die 
an der Elektrodenoberf lache bei der Erkennungsreaktion 



wo 00/62047 



PCT/EP99/04883 



40 



gebunden haben sowie Uber den Ladungszustand dieses Mole- 
kule. Auch die Dichte der Molekulbelegung hat EinfluB auf 
das Meliergebnis. Alls Parameter kOnnen zur naheren Analyse 
des molekularen Erkennungsvorgangs und der beteiligten 
Partner herangezogen werden. 

In einer speziellen AusfUhrungsform wird das elektrische 
Sensorarray nach Immobilisierung der af f initatsbindenden 
Molekiile Oder nach stattgef undener molekularer Erkennungs- 
reaktion und entsprechender WaschvorgSnge mit einem 
Hydrogel belegt. Diese Belegung mit Hydrogel kann fUr 
verschiedene Verfahren zur Anwendung der elektrischen . 
Sensorarrays vorteilhaft sein. Bei der Bedeckung der 
oberfiachengebundenen aff initatsbindenden Molekule mit 
Hydrogel konnen z.B. die Analyte aktiv durch Dosierung oder 
elektrophoretisch durch Applikation elektrischer Felder 
mittels Hilfselektroden in das Gel und an die Affinitats- 
partner herangebracht oder durch Dif fusionsprozesse 
zugeftihrt werden. Die Beschichtung mit Hydrogelen nach 
stattgefundener molekularer Erkennungsreaktion an den 
Oberfiachen kann auch dazu verwendet werden, zusatzliche 
Marker oder Reagenzien durch elektrophoretische Prozesse 
Oder Direktdosierung an die Molekalkomplexe heranzufiihren 
und zu detektieren. 

Alternativ werden Hydrogele benutzt, urn partikelgebundene 
iimobilisierte range rmolekUle oder nach stattgefundener 
molekularer Erkennungsreaktion immobilisierte Zielanalyte 
in den Mikrokompartments einzuschlieiien. Die Methode ist 
bevorzugt geeignet ftir die Anwendung des Redox-Recycling, 
da die dif f undierenden Enzymprodukte durch das Gel wenig 
gehindert werden, an die Elektrodenoberf lache zu gelangen. 
Zu beobachten ist dabei lediglich eine Verlangsamung der 
Diffusion. 

In einer anderen Ausfiihrungsform werden die. Hydrogele uber 
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das gesamte elektrische Sensorarray gleichmaiiig aufgebracht 
und bewirken durch ihre Dif fusionshemmung eine verbesserte 
Zuordnung der Bindungsvorgange zu einzelnen 
Arraypositionen, ohne dafi Mikrokompartments hergestellt 
wurden . 

Die an den einzelnen Arraypositionen angeordneten 
Ultramikrodetektionselektroden und f lachenf ormigen oder mit 
Punktelektroden besetzten Hilf selektroden sowie die spiral- 
oder . kreisfomig angeordneten Bandelektroden nach Figur 2 
konnen neben ihrer Verwendung fur die Detektionsprozesse 
selbst auch zur Applikation elektrischer Felder im Sinne 
einer Freifeld- oder Gelelektrophorese eingesetzt werden. 
FUr die Heranfuhrung geladener Analytmolekule oder Reagen- 
zien an die Elektrodenoberf lachen,. z.B. an den Ort der 
molekularen Erkennungsreaktionen, konnen besonders vor- 
teilhaft parallel angeordnete interdigitale Ultramikroelek- 
troden nach Figuren 2b, 2c, 2d oder 2g verwendet werden. 
Dabei werden in einer AusfUhrurigsform des Verfahrens die 
beiden Ultramikroelektrodenpaare in Figuren 2b, 2c und 2d 
beispielsweise in der Weise zu einem elektrophoretischen 
System geschaltet, daB immer zwei zusammengehorige inter- 
digitalen Fingerpaare oder Paare von bandf 5rmigen Ultra- 
nikroelektroden einen Pol des elektrischen Feldes bilden. 
Je nach Polarisation und Ladung der Molekule werden elek- 
trophoretische Transportvorgange eingeleitet. Verwendet man 
Felder mit niedriger Frequenz im unteren Hz und mHz- 
. Bereich, werden wechselseitig MolekUle an die Elektroden 
herangefuhrt . Oblicherweise werden die elektrischen Felder 
in Sequenzen mit erzeugt. In den stromlosen Pausen konnen 
durch Elektrolyse gebildete Gase abdif f undieren und auch 
pH-Gradienten sich ausgleichen. 

In einer anderen Ausf uhrungsform werden die Hilf selektroden 
wie in Figuren 2e und 2f zur Applikation der vorstehend 
beschriebenen elektrischen Felder benutzt. Sie k5nnen dabei 
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die gleiche Polarisation aufweisen und gegen ein interdigi- 
tales Elektrodenpaar 3, 3' geschaltet werden, oder es wird 
das Feld zwischen den Hilf selektroden 3e und 3e' bzw. 3f 
und 3f' erzeugt, so daB die Molektile in die Nahe der 
Detektionselektroden 3, 3' gezogen werden. Im Gegensatz zu 
den fiachenhaften Hilf selektroden 3e und 3e' erlauben die 
Hilf selektroden 3f und 3f» durch die punktf ormigen aktiven 
Elektrodenfl^chen mit Ultramikroelektrodencharakter eine 
wesentlich hohere Stromdichte pro Flache durch die ver- 
besserte Diffusion. Auch durch die Elektrodenkonstruktion 
3g und 3g* kann eine wesentlich h5here Stromdichte pro 
Flache als ftir 3 und 3* erreicht werden. Im Ergebnis dieser 
punktf5rmigen Strukturierung gibt sich durch hemispherische 
Diffusion der Vorteil, daB eine wesentlich hohere Strom- 
dichte pro Flache erreicht werden kann, indem die aktive 
Elektrodenflache verkleinert ist. 

Diese Ausf uhrungsform zur Heranfuhrung von Analyt Oder 
Reagenzmolekulen an die Elektrodenoberf lache wird erg^nzt 
durch die gleichzeitige Verwendung der Detektions- und 
Hilfselektroden zur Erzeugung elektrischer Felder nach 
stattgefundener Erkennungsreaktion. Bei dieser Verfahrens- 
weise werden die schon bei niedriger Spannung von ty- 
pischerweise 1-lOV enstehenden erheblichen Feldstarken 
zwischen den Elektroden dazu genutzt, daB schwScher 
gebundene Molekiile von ihrem Af f initatspartner im Unter- 
schied zu starker gebundenen Molekulen von den Detektions- 
elektroden wieder entfernt werden kSnnen. Schon das 
einfache Ultramikroelektrodeninterdigitalpaar in 3, 3' in 
Figur 2c gestattet die Beseitigung schwacher und damit 
falsch gebundener Molekulkomplexe . Dazu wird das 
applizierte Feld zwischen Elektrode 3 und 3' als 
Wechselfeld mit niedriger Frequenz (wenige Hz oder mHz). 
benutzt, von beiden Elektroden unerwUnschte Spezies zu 
entfernen. Das Wechselfeld mit niedriger Frequenz bewirkt 
dabei, daB immer die Elektrode, die gleich zur Ladung des 
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unerwunschten Molekuls geladen ist, durch ihr hohes Feid 
die AbstolJung dieses Molekules bewirkt. Durch die Wechsel- 
felder werden beide Elektroden nacheinander in diesen . 
abstoftenden Zustand versetzt und die Reaktion findet im 
Suxnmenergebnis auf beiden Interdigitalsystemen statt. Die 
Feldapplikation wird nach kurzer Zeit, d.h. wenige zehntel 
bis. Sekunden durch Pausen unterbrochen, in denen Gase und 
pH-verandernde Spezies abdif f undieren konnen. Die Reaktion 
kann durch biochemische WaschvorgSnge oder durch Tempera- 
turvefanderung unterstUtzt werden. Eine Temperaturkontrolle 
kann sowohl extern als mit auf den Chips • auf gebrachte 
Heizer aus Dunnf ilmmetallbandern wie Platin realisiert 
werden. 

Mit multiplen Ultramikroelektrodenanordnungen, wie in 2h, 
2d, 2e, 2f und 2i, ist die Anwendung des Prozesses, wie ftir 
2a beschrieben, far jedes Paar interdigitaler oder band- 
f5rmiger Ultramikroelektroden m5glich. Prinzipiell 
kann dieser Prozeli durch Kombination beliebiger Detektor- 
und/oder Hilf selektroden mit dem gleichen Verfahren der 
niedrigf requenten Feldumpolung und der Beseitigung schwach- 
bindender bzw. unerwiinschter Molekule von den Elektroden- 
oberflachen benutzt werden. 

Als besondere Ausfuhrung werden die in Figuren 2b, 2e, .2f 
und 2i aulien liegenden Elektroden zur Felderzeugung ver- 
wendet/ wahrend die dazwischen liegenden Elektroden 
stromlos sind. Diese Art der Applikation kann auch zur 
Heranfahrung von MolekUlen an die zwischenliegenden 
Elektrodenpaare benutzt werden, da sich diese in einer Art 
Feldkafig befinden. Mit den gleichen multiplen Anordnungen" 
sind uberdies auch kombinierte Gleich- und Wechselstrom- 
applikationen, Umpolungen sowie wahlweise Adressierung der 
Einzelelektroden mbglich und damit gezielte Effekte der 
MolekaiheranfOhrung und der Molekiilbeseitigung an 
beliebigen Elektroden zu erzielen. 
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In den Ausf vihrungsf ormen gemali Figuren 2e unci 2f lassen 
sich die f lachenfbrmigen oder mit Punkten besetzten Hilfs- 
elektroden so einsetzen, daB jeweils zu einer oder beiden 
Ultramikrcelektroden die gewQnschte Polung der Elektroden 
zur Beseitigung von MolekQlen vorliegt. Hier ist die 
Gleichstrom oder die niedrigf requente Wechselstromappli- 
kation Uber Kreuz, z.B. in Figur 2e zwischen 3e und 3', 
bzw. zwischen 3e' und 3 raoglich. Damit lassen sich die 
Einzelelektroden selektiv behandeln. Die unterschiedliche 
Behandlung der Elektrodensysteme in 2b, 2d, 2e und 2f laiit 
sich in einer anderen AusfUhrung auch dazu verwenden, dafi 
an einzelnen Elektroden unerwUnschte Bindungen beseitigt 
werden und an anderen bestehen bleiben, so dali aus der 
Differenzmessung auf die Dif ferenzmenge geschlossen werden 
kann . 

An den kreisformigen Elektroden gemSB Figur 2b oder 
spiralfSrmigen analogen Strukturen sind die vorstehend 
beschriebenen Verfahren zur Verwendung der elektrischen 
Felder dadurch besonders geeignet, dafi durch eine zentrale 
Elektrode eine Art Feldkafig Uber die dazwischen liegenden 
..Elektroden gelegt werden kann, so dali diese auch im strom- 
losen Zustand von diesem Feld in gewUnschter Weise von 
diesem Transport von Molekulen genutzt werden kOnnen.. 

. Die punktfSrmigen Ultramikroelektrodenanordnungen in Figur 
2h kSnnen in einer anderen AusfUhrungsform vorteilhaft zur 
Erzeugung elektrischer Felder sowohl zur Anreicherung von 
Molektilen als auch zur Entfernung von Molektilen eingesetzt 
werden. Dazu werden diese Elektroden an verschiedenen 
Stellen eines Sensorarrays z.B. als aulien liegender Ring 
Oder konzentriert in Innenposition oder durch Kombination 
von beiden ausgewahlten Positionen eines Sensorarrays 
angeordnet. Sie dienen zur Erzeugung starker Felder an 
• anderen Arraypositionen Uber den Raum des Sensorarrays 
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hinweg durch besonders hohe Stromdichten, Die erzielbare 
hbhe Stromdichte bei vergleichsweise niedrigen Spannungen 
erzeugt Felder, die den Transport von geladenen Molektilen 
nach elektrophoretischen Prinzipien besonders verbessern. 
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Ausf uhrungsbeispiele 
Beispiel 1: 

Kerstellunq eines elektrischen Sensorarrays mit direkter 
Kontaktableitunq in Siliziumtechnologie 

Mikroelektrodenstrukturen entsprechend Figuren 1 und 
2a werden in Standardsilizium-technologie hergestellt. 
[K, Reimer et al. Sensors. and actuators, A 46/47 (1995) 66] • 
Dazu wird 500 nm dickes thermisches Oxid auf 4"-Silizium- 
wafern erzeugt, Auf dem Oxid wird Fotolack photolitho- 
grafisch so strukturiert, daii die Konturen der Elektroden 
far die Elektrodenstrukturen freiliegen. Das Ultramikro^ 
elektrodensystem konzentrischer Ringe gemaR Details in . ' 
Figur 2a besteht aus ringf ormigen .Elektrodenbandern mit 
1,5 urn Breite im Ringabstand von 800 nm. Die Ringe sind 
abwechselnd Qber die Leiterbahnen 6 mit den Kontakten gemSJi 
Figur 2a verbunden. Es sind 16 Sensorarraypositionen in 
einer 4x4 Matrix mit Arraypositionen von 300 \m Durch- 
messer auf dem Sensorarray angeordnet. Die 2 x 16 Ableit- 
kontakte bef inden sich auf zwei benachbarten Seiten des . 
1 X 1 cm groi^en Siliziumchips . Die Abst^nde der 
Sensorarraypositionen betragen 400 jim, so daft ein aktives 
Sensorarraygebiet von ca. 2,5mm x 2,5 mm entsteht. 

Durch 15 sec Tauchen in 10%ige FluBsaure wird das Oxid ca. 
150 ]m tief angeStzt. Eine 20 nm dicke Titanhaf tschicht und 
eine 150 nm dicke Goldschicht werden auf die gesamte 
Oberflache mittels Elektronenstrahl aufgedampft. Durch 
einen Lift off-Prozeii wird alles Metall bis auf Elektroden, 
Leiterbahnen und Kontakte beseitigt. Der Wafer wird 
anschlieftend mit einer 400nm dicken Silizium-oxinitrid- 
schicht bedeckt, die Im Plasma durch chemische Abscheidung 
(PECVD-SiNxsH) erzeugt wird. Im folgenden werden die Array- 
positionen und den auBenliegenden Kontaktf lachen durch 
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reaktives chemisches TrockenStzen bis auf die GoldfiSchen 
freigelegt, Nach Auf schleudern eines Schutzlackes wird der 
Wafer von der Rtlckseite entsprechend der vorgesehenen 
Einzelchipkanten ca. 250 \im tief von der RQckseite ein- 
gesSgt. 

Beispiel 2: 

Herstellung eines elektrischen Sensorarrays mit direkter 
Kontaktierung auf Glas 

Auf 4"-Pyrexglaswaf em werden mit einer dem Beispiel 1 
entsprechenden Photolithographie Interdigitalelektroden- 
arrays entsprechend Figur 2e mit 9 Sensorpositionen im 
Raster 3x3 strukturiert . Dazu wird abweichend von Bei- 
spiel 1 auf das Glas eine 20 nm dicke Chromhaf tschicht 
gefolgt von einer 150 nm dicken Platinschicht aufgedampft 
und wie im Ausfuhrungsbeispiel 1 durch Liftof f-Technik 
fertig strukturiert. Als Haftvermittler fUr die folgende 
Isolationsschicht wird eine 3%ige Losung von Alkyloxysilan 
in Aceton mit der Oberflache in Kontakt gebracht. Die 
400 \im groBen Sensorarraypositionen im Abstand von 500 pm 
werden nach Aufschleudern einer lOum dicken Polyiraidschicht 
mit Standard-Photolithographie so strukturiert , daft die 
Kontakt flachen und die Sensorpositionen freigelegt werden. 
Das Interdigital-Elektroden-System mit Hilfselektroden ent- 
sprechend Figur 2e besteht an jedem Elektrodenf ingersystem 
aus 90 je 200 pm langen und 1 pm breiten Fingern, wobei die 
Interdigitalabstande 0,9 pm betragen. Die Hilfselektroden 
3e und 3e* sind wie in der Figur 2e dargestellt, bis 50 pm 
vom Rand der Sensorarrayposition flachig ausgefuhrt. Wie im 
Beispiel 1 wird der Wafer geschiitzt und eingesagt. 
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Beispiel .3: 

Herstellunq eines elektrischen Sensorarray-Sys tems mit 
CMOS-Schaltern 

Die Schalterebene vfird mit einem CMOS-Standardprozess [D. 
Widmann, H. Mader, H. Friedrich, Technologie hoch- 
integrierter Schaltungen, Springer Berlin 1996] in einem 
Prozeii mit 1 mm Minimalstrukturen hergestellt. Die nach 
Figur 3 erforderlichen Kreuzungen von Leiterbahnen warden 
durch Oberkreuzungen von Polysilizium- und Aluminium-Bahnen 
realisiert. Der grOliere elektrische Widerstand spielt wegen 
der kleinen Sensorstr5me keine Rolle. Im verwendeten CMOS- 
Prozess werden die Schalter 12 und 13 vorteilhaft als 
Transmission-Gates ausfuhren. Jewells ein Transmission-Gate 
verbindet die Punkte 12a in Abb. 3 und 4 mit der Leitung 18 
bzw. den Punkt 13a mit der Bias-Leitung 21.- Die Adress- 
Leitungen bestehen aus einem parallel laufenden Paar von 
Leiterbahnen, an denen Signale komplementarer Polaritat zu 
den Gates der beiden Transistoren eines Transmission-Gates 
gefuhrt werden. Bei der einen Polung ist das Transmission- 
Gate 12a-18 leitend und das Transmission-Gate 13a-21 
sperrend. Bei der umgekehrten Polung ist 12a-18 sperrend 
und 13a-21 leitend. Die Transmission-Gates schalten sowohl 
positive als auch negative Strome. Zusatzlich zu den 
iiblichen Anschlulipads einer CMOS-Schaltung an den Mndern 
des Chips enthait die Schaltung nach Figur 3 an den Stellen 
12a und 13a Aluminiumpads, mit denen die Verbindung zu den 
Elektroden-Arrays hergestellt wird. StandardmSliig wird der 
CMOS-Prozeli mit der Aufbringung einer PECVD-Nitridschicht 
und Offnung der AnschluB-Pads in dieser passivierenden 
Schicht abgeschlossen. Auf diese Isolationsschicht werden 
mit gleicher Lift off-Technik, wie in AusfUhrungsbeispiel 1 
dargestellt, Haftschicht und Goldelektroden direkt 
aufgedampft und wie oben beschrieben photolithographisch 
strukturiert . Eine weitere Passivierung ist nicht vor- 



wo 00/62047 



PCT/EP99/04883 



49 

gesehen, da die Kontakte von den Interdigital- und Hilfs- 
elektroden direkt senkrecht in die darunterliegende Schal- 
terebene gefUhrt werden. 

Beispiel 4: 

Herstellunq eines elektrischen Sensorarrays mit Schaltern/ 
Verstarkern und Integrator in CMOS-Technologie 

Fur die Herstellung des AusfUhrungsbeispiels nach Figur 4 ■ 
wird der gleiche CMOS-Standard-Prozess, sowie die gleiche 
Elektroden- und Leitungsanordnung benutzt, wie unter 
Beispiel 3 beschrieben wurde. In der 1 mm-Technologie 
werden diese Bauteile auf einer Flache von 300 mm x 400 mm 
angeordnet, Zwischen den Elektroden und den Transmission- 
Gates^ die zu den Meftleitungen 18, 19 fuhren, liegt jetzt 
ein Operationsverstarker und eine integrierte KapazitSt von 

I pF, die den Ausgang mit dem Eingang des Operationsver- 
starker verbindet. Weiterhin liegt ein Schalter parallel zu 
dieser Kapazitat, Von der Adressiereinheit 10 ftihren 
zusatzliche Steuerleitungen zu diesem Schalter, die ihn 
auJierhalb der Mefizeiten geschlossen halten. In der 
beschriebenen Ausf uhrung erzeugt ein Strom von 1 nA an den 
Elektroden am Ausgang des Operationsverstarkers nach 1 msec 
eine Spannung von 1 V. Diese Spannung wird wie in 
Beispiel 3 beschrieben mit Transmission-Gates auf die 
MeBleitungen 18, 19 geschaltet und mit dem Leseverstarker 

II gemessen. 

Beispiel 5: * 

Aufbau von Mikrokompartments mit vorgef ertiqten Polymeren 

Elektrische Sensorarrays, wie sie nach Beispiel 1 bis 4 
hergestellt werden sind, werden mit Aceton im Ultraschall- 
bad von Schutzlack befreit und mehrmals mit Alkohol und 
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Reinstwasser gewaschen. Im folgenden Schritt werden sie 
durch das Auflaminieren einer vorher perforierten 400 piti 
dicken Polypropylen-Folie mit Mikrokompartments versehen. 
Die Perforation entspricht dabei den GroBen der 
Sensorarraypositionen und den Kontaktf lachen an den 
Aufienrandern. Das Auflaminieren geschieht mittels 
Heilisiegel-Technologie durch induktive Erwarmung. Die 
Justage der mittels eines Vakuumstempels in WafergrSlie 
aufgebrachten Folie wird mittels Justiermarken auf der 
Waferoberfiache durch optische Kontrolle vorgenoiranen. Der 
auf -40° C gekuhlte Wafer wird entlang der vorgesagten 
Chipkanten gebrochen, so. daB die einzelnen Chips erhalten 
werden. 

Beispiel 6: 

Aufbau von Mikrokompartments m it photolithoqraphisch 
strukturierten Polymeren 

Elektrische Sensorarrays, wie sie nach Beispiel 1-4 
aufgebaut warden, werden mit Aceton im Ultraschallbad von 
Schutzlack befreit und mehrmals mit Alkohol und 
Reinstwasser gewaschen. Anschlieliend werden sie im Spin 
coat-Verfahren mit Teflon AF (DuPont) mit einem 15 ]m 
dicken Film beschichtet. Zuvor wird der gesamte Wafer mit 
dem zugeh5rigen Haftmittel (DuPont) benetzt. Nach Ausbacken 
der Tef lonschicht bei 150° C ftir 20 Minuten werden mittels 
reaktivem Trockenatzen die Gebiete der Sensorpositionen und 
der Kontaktpads bis zu den metallischen OberflSchen 
freigel.egt . Der Wafer wird entlang der vorgesagten 
• Chipkanten gebrochen, so dali die einzelnen Chips erhalten 
werden. 

Beispiel 7: 

immobilisierunq von Gligonukleotiden auf elektrischen 
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Sensorarrays 

Ein nach Beispiel 5 hergestellter Chip mit 400 pm hohen 
polymeren Mikrokompartments wird auf einen Keraraiktrclger 
mit ublichen Leiterbahnen montiert und drahtgebondet . Durch 
Aufkleben eines polymeren Formteils aus Polysiloxan entlang 
der Chipkanten, das die aktiven Elektrodengebiete 
eingrenzt, entsteht ein Reaktionsgef aft von ca. 5 mm 
Durchmesser auf den Chip. In dieses Reaktionsgefali wird 
eine 5 mM L5sung von ll-Merkapto-undecanyl"-amin in 
Cyclohexanon, eingefullt, abgedeckt und bei Raumtemperatur 
far 5 Stunden belassen. Die Belegung der Elektroden durch 
Self-assembling wird kontrolliert durch eine online- 
Impedanz-Messung (EG&G Model 398) . Die abnehmende Kapazitat 
durch die Belegung mit der monomolekularen Molekulschicht 
und ist ein Mali fUr die Bedeckung. Die Belegung wird 
abgebrochen, wenn die urspriingliche Kapazitat der 
Chipelektroden um 70% abgesunken ist. 

Diese Belegung der Metalloberf lichen kann alternativ auch 
vor dem Brechen und Vereinzeln der Chips durch Tauchen des 
gesamten vorher entlackten Wafers in die analogen Losungen 
vbrgenommen werden. 

Die nun mit Aminof unktionen derivatisierte Oberflache des 
Chips wird anschlieliend mit einem Tropfen (0,1 - 10 pi) 
20 mM Tolylen-2,4- diisocyanat (TDI) in Essigsaure- 
ethylester (EEE) bei RT wahrend 10 - 60 min inkubiert. Es 
wird mit EEE gewaschen und getrocknet. 

Nach Waschen eines so aktivierten Chips mit neutraler 
Phosphatpuf ferlosung werden mittels Mikrokapillardosierung 
nacheinander in jede Sensorarrayposition je 5nl 24m€r- 
Oligonukleotid eingebracht, die am 5* -Terminus eine 
Jodoacetyl-Gruppe tragen. 
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Die Nucleotidsequenz ist an jeder Arrayposition unter- 
schiedlich entsprechend der zu analysierenden verschiedenen 
Ziel-DNA-Molekiile. Dabei sind die Volumina der Reaktions- 
flussigkeiten kleiner als das Kompartimentvolumen. Die 
Kopplungsreaktion erfolgt spontan wahrend einer Stunde bei 
Zirnmertemperatur. Nach erfolgter kovalenter Anbindung wird 
das elektrische Sensorarray mit SSPE-Puffer (0,9 M NaCl, 
50 mM NaH2P04, 5 mM Na2EDTA, pH 7,5) gewaschen. 

Beispiel 8: 

Affinitatsbindunq von DNA auf elektris chen Sensorarrays mit 
traqergebundenen Oliqonucleotiden 

Auf ein nach Beispiel 7 mit unterschiedlichen Fanger- 
oligonukleotiden beladenes elektrisches Sensorarray wird 
der Analyt als DNA - Gemisch aufgegeben. Es wird Analyt-DNA 
verwendet, in welche bei der konventionellen Vervielf alti- 
gung der DNA mittels PCR-Primern biotinylierte Reste 
eingefiihrt warden. Die Analyt-DNA in SSPE-Puffer wird mit 
Denhardt's Losung (0,5g Ficoll, 0,5g Polyvinylpyrrolidone 
0,5 g RSA in 0,5 1 H2O) in eine Konzentration von 1 pg/ml 
uberfuhrt und auf das Sensorarray aufgegeben und bei 
Raumtemperatur 2 Stunden inkubiert. Zur Entfernung Uber- 
schussiger Analyt-DNA wird bei 40^ C mit SSC-Puffer (52, 6g 
NaCl, 2 6, 5g Na-Citrat in 0,81 H2O) gewaschen, 

Beispiel 9: 

Immobilisierunq von partikelgebundenen a f f initatsbindenden 
Molektllen auf elektrischen Sensorarrays 

Ein elektrisches Sensorarray, das nach Beispiel 1 
hergestellt und nach Beispiel 5 mit Mikrokompartments 
versehen wurde, wird uber einem ublichen Magneten zur 
Handhabung magnetischer Carrier plaziert. In jedes Mikro- 
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kompartment werden durch Mikrokapillardosierung lOnl 
Fliissigsuspensionen magnetischer PolymerkOgelchen mit 
unterschiedlichen Oligonukleotiden in appliziert und durch 
die Magneten am Boden der Mikrokompartments iXber den 
Elektroden fixiert. Die Beladung der magnetischen TrSger 
erfolgte zuvor separat auf alien Positionen nach einem 
Standardverfahren (Boehringer) durch Streptavidin/Biotin- 
Kopplung. Die Trager sind dabei oberf lachlich mit Strepta- 
vidin beschichtet und binden die 5* -biotin-modif izierten 
24mer-Nukleotide. Ober die Streptavidin/Biotin-Bindung sind 
unterschiedliche Oligonukleotide fest auf den magnetischen 
Tragern immobilisiert . 

Beispiel 10: 

Detektion der Af f initatsbindunq an Qberflachen von elek- ' 
trischen Sensorarrays 

Elektrische Sensorarrays mit immbbilisierten Oligonu- 
kleotiden nach Beispiel 7 werden nach Hybridisierung analog 
Beispiel 8 zur Auslesung mittels Redox-Recycling vorberei- 
tet* Dazu wird das gesamte elektrische Sensorarray mit 
1,5 \il einer neutralen Phosphatpuf f erlosung des Marker- 
enzyms alkalische Phosphatase, die als Streptavidinkonjugat 
vorliegt, befullt. Die Biotin/Strepavidinbindung erfolgt 
wahrend einer Stunde. Danach werden alle nicht gebundenen 
Enzymkon jugate mittels 2 mM p-Aminophenylphosphat in 
Phosphatpuf fer pH 9,5 von der Sensoroberf lache weggespQlt, 
Nach Absaugen aller uber die Mikrokompartments 
Uberstehenden Fiassigkeit wird die in jedem Mikrokom- 
partment durch die Enzymreaktion enstehende p-Aminophenol- 
konzentration, die der Menge doppelstranggebundener DNS 
adaquat ist, individuell mit einem 16-Kanal-Multipo~ 
tentiostaten (Eigenbau) gemessen. Fur das Redox-Recycling 
werden die Ultramikroelektroden paarweise mit 2 verschie- 
denen Potentialen beauf schlagt . Die Anode .mit + 350 mV und 
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die Kathode mit - 100 mV gegen eine Silber/Silberchlorid - 
Referenzelektrode. Der anodische und der kathodische Strom 
jeder Arrayposition wird als Stromanstieg dl/dT an der 
jeweiligen Sensorposition ausgewertet. Man erMlt einen 
Stromanstieg von 0,5 bis 2 nA pro Minute je nach 
Beladungsdichte. Die Summe beider Strome ist ein 
quantitatives Mafi» fur die Anzahl gebundener Ziel-DNA an 
jeder Arrayposition. 

Die Menge gebundener DNA pro Arrayposition wird dadurch 
bestiinmt, dafi eine Arrayposition des Sensorarray als 
interner Standard bunutzt wird. Dazu wird dem *Analyten ein 
35mer-01igonucleotid, welches 20 komplementare Basen zu dem 
Fangeroligonucleotid an einer Arrayposition aufweist in 
bekannter Konzentration quantitativ beigemischt. 

Beispiel 11: 

Detektion der Af f initatsbindunq auf Oberfiachen von elek- 
trischen Sensorarravs mittels Impedanzspektr oskopie 

Elektrische Sensorarrays, die nach Beispiel 6 aufgebaut 
werden, werden an jeder Sensorarrayposition mit lOnl 
Oligonukleotidlosung in einer Konzentration von 10 pg pro 
ml Phosphatpuffer pH 7 befullt. Die 24-mer-Oligonukleotide 
besitzen einheitlich 6 Thymidin-Reste am 5' -Kettenende, 
deren letzte 3 mit Thiolat-Gruppen modifiziert sind. Nach 
12 Stunden ist die Schwefel/Gold-Bindung der Thiolatgruppen 
beendet - 

Bei Raumtemperatur wird jede Arrayposition mittels Impe- 
danzspektroskopie (EG&G Model 392) in einem Frequenzbereich 
zwischen lOmHz und IMHz vermessen und die komplexe Impedanz 
analysiert . 

Das Sensorarrays wird mit SSPE-Puffer (0, 9M NaCl, 50mM 



wo 00/62047 



PCT/EP99/04883 



55 

NaH2P04/ SmM Na2EDTA, pH 7,5) gewaschen. Die Analyt-DNA in 
SSPE- Puffer wird mit Denhardt's Losung (0,5g Ficoll/ 0,5g 
Polyvinylpyrrolidone 0,5g RSA in 0,51 H2O) in eine Konzen- 
tration von Ipg/ml liberftihrt und auf das Sensorarray 
aufgegeben und bei Raumtemperatur 2 Stunden inkubiert. Zur 
Entfernung uberschQssiger Analyt-DNA wird bei 40^C Mit 
SSC-Puffer (52, 6g NaCl, 26, 5g Na-Citrat in 0,81 H2O) 
gewaschen. 

Bei Raumtemperatur wird jede Arrayposition mittels 
Irnpedanzspektroskopie in einem Frequenbereich zwischen 
lOmHz und IMHz erneut vermessen und die komplexe Impedanz 
analysiert . 

Die Differenz der Messungen an jeder Sensorarray-Position 
vor und nach DNA-Bindung zeigt im Faile der Erniedrigung 
.des elektrischen Leitf ahigkeitstherms der komplexen 
Impedanz die Position mit erfolgter DNA-Bindung an. 

Beispiel 12: 

Transport geladener Molekule zu Detektorelektroden des 
elektrischen Sensorarrays 

Die Analyt-DNA in 200 mmol/1 Bernsteinsaurepuf f er-Puf f er pH 
5,1 wird mit einer Konzentration von ca, 1 pg/ml auf das 
Sensorarray aufgegeben. 

Mit Hilfe einer externer Prazisionsstromquelle (Eigenbau) 
wird auf alle Elektroden 3e' und 3 ein, Strom von 20 nA fUr 
80 msec aufgepragt. Danach wird fur 80 msec auf die 
Elektroden 3e und 3* umgeschaltet . Die Elektroden 3 und 3' 
sind dabei positiv gepolt. Die gesamte Schaltsequenz wird 
100 mal wiederholt. Zur Entfernung uberschiissiger Analyt- 
DNA wird dann bei 40°C mit SSC-Puffer {52, 6g NaCl, 26, 5g 
Na-Citrat in 0,81 H2O) gewaschen. 



wo 00/62047 



PCT/EP99/04883 



56 



Beispiel 13: 

Elektrische Strinqenzbehandlung von hybridisierter DMA auf 
elektrischen Sensorarrays 

Ein elektrisches Sensorarray mit hybridisierter DNA, -wie im 
Beispiel 12 verwendet, wird mit einer 200 mmol/l Bernstein- 
s^urepuff er-Puffer pH 5,1 beaufschlagt . 

Mittels einer externen Stromquelle (Eigenbau) wird lOnA 
Wechselstrom von 50 Hz Strom fur 0,2sec auf alle 
Elektrodenpare 3, 3' aufgeprMgt. Nach einer Pause von 
0,2sec wird die gesamte Schaltsequenz 100 mal wiederholt. 
Abdif fundierte schwacher gebundene MolekOle warden dann bei 
40°C mit SSC-Puffer (52, 6g NaCl, 26, 5g Na-Citrat in 0,81 
H2O) weggewaschen. 

Beispiel 14: 

Selektive Desorption von oberf iSchenqebundenen Molekulen 
auf elektrischen Sensorarraychips 

Ein elektrisches Sensorarray wird nach Beispiel 1 
hergestellt und nach Beispiel 7 mit Oligonukleotiden 
beladen. Dazu werden Elektrodengeometrien an den Sensor- 
arraypositionen gemsa Figur 2e verwendet. In den Probenring 
wird Glycinpuffer pH 5,1 eingefUllt. 

Alle Elektroden 3 und 3' auf dem Sensorarray werden an eine 
Stromquelle (Eigenbau) angeschlossen. Nun wird Wechselstrom 
mit 20 Hz und einer Spannung von.2V fur eine Sekunde 
angelegt und nach einer Pause von 0,5 Sekunden erneut 
eingeschaltet. Diese Sequenz wird 50 mal wiederholt. 
AnschlieBend wird das elektrische Sensorarray mit SSPE- 
Puffer (0,9M NaCl, 50mM NaH2P04, 5 mM Na2EDTA, pH 7,5) 
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gewaschen. 

Die folgende Hybridisierung von Analyt-DNA erfolgt nur noch 
auf fangerbeladenen Elektroden 3e, 3e" und wird analog 
Beispiel 8 ausgefOhrt. 

Wie in Beispiel 10 wird mit alkalischer Phosphatase 
markiert. Mittels Redox-Recycling messen die Elektroden 3 
und;3' die p-Aminophenolkonzentration die auf den FlSchen 
3e, 3e' produziert wird. Dabei wird der Stromanstieg dl/dT 
an der jeweiligen Sensorposition ausgewertet. Man erhalt 
einen Stromanstieg von 0.2 bis 2 nA pro Minute je nach 
Beladungsdichte , 

Beispiel 15: 

Kontrolle und Mefi>werterf assung eines elektrischen Sensor- 
arrays mittels eines ASIC 

Ein elektrisches Sensorarray wird analog Beispiel 1, 7, 8 
hergestellt, mit Oligonukleotidf angern beladen und zur 
Af finitatsbindung von Ziel-DNA sowie folgender Enzymmarkie- 
rung wie Beispiel 10 verwendet. An die 32 Leitungen 6 des . 
Sensorarrays wird ein selbstentwickelter ASIC zur seriellen 
Elektrodensteuerung mit 32 Schaltausgangen angeschlossen 
und mit einem Bipotentiostaten verbunden. Die Vorbereitung 
und Realisierung des Redox-Recycling werden wie nach 
Beispiel 10 ausgefiihrt. Die anodischen Potentiale von +350 
mV und die kathodischen Potentiale von -100 mV werden vom 
Bipotentiostaten an den ASIC angelegt und aber die direkten 
Leiterbahnen zu den einzelnen Sensorarraypositionen 
geleitet. Dabei ist jede Sensorarrayposition einem 
Schaltersystem auf dem ASIC zugeordnet. Prozessor- 
kontrolliert wird nun nacheinander durch den Bipotentio- 
staten jede Sensorarrayposition far 0,lsec ausgelesen. Beim 
Umschalten einer Arraypsition von Lese- in Nichtlesezustand 
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wird mittels ASIC das anodische und das kathodische 
Potential auf die jeweilige Kontaktleitung geschaltet. Alle 
16 Arraypositionen arbeiten dadurch kontinuierlich im 
Redox-Recycling. Dieser serielle Auslesezyklus wird 5min 
ausgefahrt. Der Anstieg des Summenstroms pro Zeit je 
Arrayposition wird gemessen und wie in Beispiel 10 
interpretiert . 

Beispiel 16: 

Kontrolle und Mefi>erf assunq eines elektrischen Sensorarrays 
mit teilinteqrierter Elektronik 

Die Adressleitungen 14, 15, 16, 17 des Sensorarrays wie in 
Figur 3 gezeigt werden mit einem PC-gesteuerten Decoder 
(Eigenbau) verbunden. An je eine der Leseleitungen 18, 19 
wird ein Kanal eines 8-kanaliger Multipotentiostaten 
angeschlossen. Die Biasleitungen 20, 21 werden mit analogem 
anodischen (+350mV) und dem kathodischen Potential (-lOOmV) 
wie in Beispiel 15 versorgt. 

Die Vorbereitung und Realisierung des Redox-Recycling 
werden wie nach Beispiel 10 ausgefuhrt. 

Im Lesezustand werden alle Arraypositionen entlang der 
Adressleitung 14 bzw. 15 aktiviert und durch die integrier- 
ten Schalter 12 an die jeweiligen MeBkanale des Multi- 
potientiostaten geschaltet. Alle anderen Arraypositionen 
sind im Nichtlesezustand und durch die integrierten 
Schalter 13 mit den Biasleitungen 20 bzw, 21 verbunden, so 
daft auch hier die entsprechenden Potentiale an 3 bzw. 3' 
anliegen und die Redoxreaktion kontinuierlich ablSuft. 

Prozessorkontrolliert wird nun parallel durch den 
Multipotentiostaten jede aktive Sensorarrayposition fur 
Clsec ausgelesen. Danach wird durch den Decoder diese 
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Reihe mit Schalter 12 in den Nichtlesezustand versetzt und 
sofort die nachste Reihe mittels der nSchstliegenden 
Adressleitungen Uber 13 aktiviert. 

Dieser Auslesezyklus wird ca. 5 Minuten ausgefiihrt. 
Der Anstieg des Stroms pro Zeit wird fur jede Sensorarray- 
position separat gemessen und im PC gespeichert. Die 
Auswertung entspricht Beispiel 15. 

Beispiel 17: 

Kontrolle und MeBwerterfassung eines elektrischen Sensor- 
arrays, mit inteqriertem Zwischenspeicher 

Ein elektrisches Sensorarray wird gemaJi Beispiel 4" und 5 
hergestellt mit Elektrodengeometrien, die der Figur 2c 
entsprechen. Die Vorbereitung des elektrischen Sensorarrays 
mit chemischen Komponenten erfolgt analog Beispiel 15. 

Die Adressleitungen 14, 15, 16, 17 des Sensorarrays wie in 
Figur 4 gezeigt werden mit einem PC-gesteuerten Decoder 
(Eigenbau) verbunden analog Beispiel 15. An jede der . 
Leseleitungen 18, 19 wird ein hochempf indlicher Verstarker 
mit dem Ausgang an einen ADC angeschlossen. Die Biasleitun- 
gen 20, 21 werden mit analogem anodischen (+350mV) und dem 
kathodischen Potential (-lOOmV) aus einem Bipotentiostaten 
versorgt. Die Adressierung erfolgt wie im Beispiel 16. 

Abweichend von diesem Beispiel wird nur der im Nicht- 
lesezustand an den Elektroden 3 und 3' durch Redox- 
Recycling generierte Strom durch einen integrierten 
Vorverstarker mit internem Integrator 22, 23 fiir jede 
Elektrode einzeln gespeichert, Beim Lesevorgang wird bei 
Adressierung nur der Inhalt dieses Integrators abgefragt. 

Das dort ablaufende Redox Recycling generiert Strom, der 
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liber den internen VerstSrker in 23 zum internen posi- 
tionsspezifischen Integrator in 23 geleitet und dort 
auf summiert wird. Die Auf summation geschieht wahrend des 
gesamten Nichtlesezustandes. 
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Paten tanspriiche 

l; Elektrisches Sensoirarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport 
geladener Molekule/ gekennzeichnet durch die folgenden 
Merkmaie: 

- Anordnung von raehr als 2 Sensorpositionen auf 
planaren TrSgern bestehend aus lokal separierten 
mindestens paarweise angeordneten Arrays von 
Ultramikroelektroden und wahlweise angeordneten 
Hilf selektroden; 

- individuelle elektrische Adressierung jeder 
Sensorposition; 

- kontinuierliche elektrochemische Kontrolle an jeder 
Sensorposition; 

- wahlweise Erzeugung elektrischer Gleich- und/oder 
Wechselfelder auf jeder Sensorposition; 

- individuelle Detektion unterschiedlicher elektro- 
chemischer Reaktionen oder Eigenschaften bzw. 
elektrische Auslesung solcher vorangegangenen 
Ereignisse an jeder Sensorposition; 

- Immobilisierung unterschiedlicher oder gleicher 
aff initatsbindender Molektile wahlweise auf den 
Sensorpositionen oder an partikularen TrSgern oder 
in Gelen tiber den Sensorpositionen unabhSngig von 
optischen Eigenschaften; 

2. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport 
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geladener Molekule nach Anspruch 1 dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi der planare Trager aus Silizium, Glas, 
Keraitiik oder Kunststoff besteht, 

3. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport 

■ geladener Molekule nach einem der AnsprOche 1 bis 2 
dadurch gekennzeichnet, dafi Ultramikro- iind 
Hilfselektrodenoberfiachen aus Edelmetallf ilmen wie 
Gold Oder Platin oder Iridium oder aus Kohlenstoff 
bestehen. 

4 . Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport 
geladener Molekule nach einem der Anspruche 1 bis 3 
dadurch gekennzeichnet, daB Ultramikro- und 
Hilfselektrodenoberfiachen aus unterschiedlichen 
aterialien bestehen k5nnen, 

5. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer 'Assays und zum Transport 

. geladener Molekule nach einem der Anspruche 1 bis 4 
dadurch gekennzeichnet, daft jede einzelne Sensorpo- 
sition auch mit einem oder mehreren Ultramikroelektro^ 
denpaaren gleicher oder verschiedener Geometrie 
bestUckt ist. 

6. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport 
geladener Molekule nach einem der AnsprUche 1 bis 5 
dadurch gekennzeichnet , dafi> die paarweise angeordneten 
Ultramikroelektroden als interdigitale Fingerelektro- 
den Oder als mit punktf ormigen Ultramikroelektroden 
bedeckte FlSchen oder Interdigitalanordnungen oder 
spiral- Oder kreisfSrmig angeordnete Bandstrukturen 
angeordnet sind. 



wo 00/62047 



PCT/EP99/04883 



63 



7. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport 
geladener Molekvile nach einem der AnsprOche 1 bis 6 
dadurch gekennzeichnet , daft die paarweise angeordneten 
Ultramikroelektroden nach Anspruch 6 wahlweise auch 
mehrschichtig als von Isolatorschichten getrennte 
bandformige Metallfilme vertikal gestapelt warden* 

8. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport 
geladener Moleklile nach einem der Anspruche 1 bis 7 
dadurch gekennzeichnet, daB an jeder einzelnen 
Sensorposition neben den Ultramikroelektroden 
wahlweise zusatzlich weitere flachige oder struk-. 
turierte Elektroden, die kein Ultramikroelektro- 
denverhalten aufweisen miissen und/oder unkontaktierte 
metallische Flcichen angeordnet werden. 

9. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport 
geladener Molekule nach einem der Anspruche 1 bis 8 
dadurch gekennzeichnet, daB die Sensorpositionen von 
Flussigkeiten bedeckt sind und Reagenzien, Analyte 
pder Analytgemische jeder einzelnen Sensorposition 
Oder alien Sensorpositionen gleichzeitig zugefUhrt 
werden. 

10. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport 
geladener Molekule nach einem der Anspruche 1 bis 9 
dadurch gekennzeichnet, daft an den einzelnen 
Sensorpositionen af f initatsbindende Molekule auch mit 
unterschiedlicher Spezifitat auf den einzelnen 
Elektroden und/oder auf metallischen Hilf sflSichen 
und/oder auf FlSchen des TrSgers und/oder 



wo 00/62047 



PCT/EP99/04883 



64 

Kompartmentwandungen so immobilisiert sind, dafi 
voltametrische oder impedimetrische Meliverf ahren mit 
den Ultramikroelektroden ausgefuhrt werden. 

11. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport 

■geladener Molekule nach einem der Anspriiche 1 bis 10 
dadurch gekennzeichnet , daB an den einzelnen 
Sensorpositionen af f initStsbindende MolekUle, die auf 
den Ultramikroelektroden gebunden wurden, durch 
Desorption oder elektrochemische Oxidation wieder 
entfernt werden. 

12. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport 
geladener Moiekiile nach einem der Anspruche 1 bis 11 
dadurch gekennzeichnet, daB eine voltametrische 
Detektion in fltissigen Analyten unabhSngig von 
partikuiaren Bestandteilen und/oder aufliegenden Gelen 
und/oder anhaftenden Substanzen vorgenommen wird. 

13. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport 
geladener Molekule nach einem der Anspriiche 1 bis 12 
dadurch gekennzeichnet , daB eine impedimetrische 
Detektion in flUssigen Analyten unabhangig von 
schwebenden partikulSren Bestandteilen vorgenommen 
werden kann. 

14. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport 
geladener Molekule nach einem der Anspriiche 1 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet , daB an jeder Sensorposition 
individuelle molekulare Bindungsereignisse elektro- 
chemisch detektiert werden, nachdem Analyte aus 
Stoffgemischen an die auf oder iiber den Sensorpo- 
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sitionen immobilisierten af f initStsbindenden MolekUle 
spezifisch gebunden worden sind. 

15. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 

Detektion molekularer Assays und zum Transport 
geladener MolekUle nach einem der Anspriiche 1 bis 14, . 
dadurch gekennzeichnet , daft an jeder Sensorposition 
individuell das Ausbleiben molekularer Bindungsereig- 
nisse detektiert wird, nachdem Analyte aus Stof fgemi- 
schen init den auf oder iiber den Sensorpositionen 
immobilisierten af f initstsbindenden Molekulen keine 
spezifische Bindung eingegangen sind. 

16. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport 
geladener Molekiile nach einem der AnsprUche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, dali an jeder Sensorposition 
individuelle molekulare Bindungsereignisse nach 
Bindung von Analyten aus Stof fgemischen an die auf 
Oder iiber den Sensorpositionen immobilisierten 

• af f initStsbindenden Molekule dadurch mit den 
Ultramikroelektroden detektiert werden, dafi 
redoxaktive Reaktionsprodukte bindungsspezif isch . 
eingebrachter Enzymmarker qualitativ und/oder 
quantitativ erfaJit werden. 

17. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport 
geladener Molekule nach einem der Anspriiche 1 bis 16 
dadurch gekennzeichnet, da6 die Ultramikroelektroden 
und gegebenenf alls zusatzliche Elektroden an jeder 
einzelnen Sensorposition mittels elektronischer 
Schaltungen so adressiert und elektrochemische 
Ereignisse so ausgelesen werden, dafi Potentials zur 
Polarisation der Elektroden ohne Unterbrechung 
bestehen bleiben und eine elektrische Doppelschicht an 
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den flussigkeitsbenetzten Elektroden nicht beeinflufit 
wird. 

18. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays gleichzeitig geeignet zum 
Transport geladener Molekule nach einem der AnsprUche 

1 bis 17 dadurch gekennzeichnet, daB integrierte 
Schaltungen fur das Analyseverf ahren im aus Silizium 
bestehenden planaren Trager hergestellt warden. 

19. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport 
geladener Molekule nach einem der Anspriiche 1 bis 18 
dadurch gekennzeichnet, dalS bei serieller Auslesung 
des Arrays elektrochemische Vorgange, die an den 
Ultramikroelektroden und gegebenenf alls zusatzlichen 
Elektroden an jeder einzelnen Sensorposition in der. 
Zeit zwischen individuellen AuslesevorgSngen ablaufen, 
individuell erfalit und gespeichert und/oder 
aufsuramiert werden. 

20. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport 
geladener Molekule nach einem der AnsprUche 1 bis 19 
dadurch gekennzeichnet , daJi die einzelnen Sensor- 
positionen durch volumenseparierende Kompartments so 
abgetrennt sind oder mechanisch abgetrennt werden 
konnen, dali eine positionsspezif ische quantitative 
elektrochemische Detektion m^jglich ist. 

21. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport 
geladener Molekaie nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB Ultramikroelektroden aus 
Edelmetall und wahlweise weitere flachige oder 
strukturierte Elektroden und/oder unkontaktierte 



wo 00/62047 



PCT/EP99/04883 



67 

metallische Fiachen gleichzeitig als Immobili- 
sierungsfl^chen fur Selfassembling-Monoschichten 
unterschiedlicher thiolmodifizierter affinitcits- 
bindender Molekule auf den verschiedenen Sensor- 
positionen genutzt warden. 

22. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport 
geladener Molekiile nach eineiti der Ansprtiche 1 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, daJi die Ausbildung von 
Selfassembling-Monoschichten so ausgefiihrt wird, dafl 
auf alien Sensorpositionen eine gleichartige 
Beschichtung mit bif unktionellen thiolmodif izierten 
Molekiilen vorgenommen wird, die in einem zweiten 
Reaktionsschritt zur Bindung gleicher oder 
"unterschiedlicher af f initStsbindender MolekOle auf 
jeder einzelnen Sensorposition genutzt werden. 

23 • Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen Detek- 
tion molekularer Assays und zum Transport geladener 
Molekiile nach einem der Anspriiche 1 bis 22, dadurch 
gekennzeichnet, daJi die nach Anspruch 20 und 21 an den 
einzelnen Sensorpositionen immobilisierten 
af f initatsbindenden Molekule mit einer Schicht aus 
Hydrogelen belegt werden, die wahlweise auch das 
gesamte elektrische Sensorarray faedecken kann. 

24. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport 
geladener Molekule nach einem der Anspruche 1 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet, daft in die Kompartments an den 
einzelnen Sensorpositionen unterschiedliche 
af f initcitsbindende Molektile, die an Polymere oder an 
Nanopartikel aus Metallen oder mineralischen Stoffen 
Oder in gelartigen Substanzen trSgergebunden sind; 
eingebracht und fixiert werden. 
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25. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport 
geladener Molekule nach einem der Ansprtiche 1 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet, daB die an einzelnen 
Sensorpositionen eingebrachten und an partikuiaren 
Tragern immobilisierten af f initatsbindender Molekule 
zusatzlich in einer Schicht aus Hydrogelen fixiert 
werden, die wahlweise auch das gesamte elektrische 
Sensorarray bedecken kann. 

26. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport 
geladener Molekule nach einem der AnsprUche 1 bis 25 
dadurch gekennzeichnet, dafi zwischen den 
Ultramikroelektrodenpaaren der verschiedenen 
Positionen des elektrischen Sensoxarrays, wahlweise 
unter Einbeziehung der Hilf selektroden des 
Sensorarrays, solche elektrischen Felder erzeugt 
werden, daB geladene MolekUle nach elektrophoretischen 
Prinzipien bewegt werden. 

27. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport 
geladener Molekiile nach einem der Ansprtiche 1 bis 26 
dadurch gekennzeichnet, daB zwischen den Ultra- 
mikroelektrodenpaaren der verschiedenen Positionen des 
elektrischen Sensorarrays, wahlweise unter Einbe- 
ziehung der Hilfselektroden des Sensorarrays, solche 
elektrischen Wechself elder erzeugt werden, daB 
gebundene Analytmolekule abhangig von Bindungsstarke 
und Ladung von den einzelnen Sensorpositionen entfernt 
werden . 



wo 00/62047 



PCT/EP99/04883 



1/5 



iiiiiiiiiniiiikirr 



Figur 1 



p.'- 




Figur 1a 




Figur 1b 



Figur 1c 




Figurld 



wo 00/62047 



PCT/EP99/04883 



2/5 




Figur 2a 



Flgur2b 



Figur 2c 



4 




Rgur 2d 




Figur 2g 



Rgur 2h 



Figur 2 




Figur 2i 



wo 00/62047 



3/5 



PCT/EP99/04883 




wo 00/62047 



4/5 



PCT/EP99/04883 




INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intb, jUonal Application No 

PCT/EP 99/04883 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 G01N27/403 



According to Intemaltonal Patent Claasldcallon (IPC) or to both national classincaiion and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Mlrtmumdocumwtatlonaoarchad (clasaKlcatlon syatwn tolowwl by classmeatlon aymbob) 

IPC 7 601N 



Doeum.nt.llon 0«>.r»l«n mInlnHJm doc umanuaion to th. exl.m that euch documenta a,e lncliK..d In th. Ilald» searched 



a«ctronlcd.t.bas.ocna.it«ldurlngth. lnt«n .tlon.l ..«ch (nam. ot d.1. baw «Kl. w>«r. pmcuc. ...rcn t.rm, »..d) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE BELBVANT 



Category • Citation o( dooumw*. with Indleatlon. whw. wwopfW*. ot th. rrt.v«»t pawagM 



US 5 120 421 A (GLASS ROBERT S ET AL) 
9 June 1992 (1992-06-09) 
abstract; figure 12 

WO 95 26500 A (NEOTRONICS LTD ;IREDALE 
PETER JULIAN (GB)) 
5 October 1995 (1995-10-05) 
abstract; figure 3 

MO 98 01758 A (NANOGEN INC) 
15 January 1998 (1998-01-15) 
abstract; figures 3,4 

DE 42 36 421 A (AHLERS HORST OR ING HABIL 
-.CHRIST ERICH DR SC TECHN (DE)) 
11 May 1994 (1994-05-11) 
abstract; figure 1 

-/-- 



Further documents are «sted In the contimjation of box C. 



ID 



Patent family members are listed in annex. 



• Special categories of ctted documents : 

"A" document defining the general state of the art which Is nol 

considered to be of particular relevance 
-E- earlier document but published on or after the international 

fifing date 

V document which nr>ay throw doubts on priori^ clalm^^^ 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

•O" document referring to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

-P" document published prior to the International filing date but 
later than the priority date claimed ^^^^^^ 



• later document published after the Internationa filing date 

or priority date and not In conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory undertying the 
invention 

" document of particular relevance: the claimed invention 
canrwt be considered novel or cannot be considered to 
Involve an Inventive step when the document Is taken alone 

• document of particular relevance; the claimed Invention 

cannot be considered to Involve an Inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combinatton being obvious to a person skilled 
in the art. 

l" document member of the same patenlfamBy 



Date of the actual completton of the international search 

6 January 2000 



Name and maHing address of the ISA 

European Patent Offlce. P.B. 5818 Patenllaan2 
NL-2280HVRIj3Wl|k 
Tel. (431-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Date of mailing ot the Internationat search report 



13/01/2000 



Authorized officer 



Duchatellier, M 



Form PCT/ISA«10 (sacond AoeO (Aiy 1992) 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



lnt«,. dtlonal Application No 

PCT/EP 99/04883 



C.(Contlnuatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation at docunient, witli lndlcatlon,wtiara appropriats, of trio relevant pasaagas 



Relevant to dalm No. 



WO 95 33403 A (HIGSON SEAMUS PATRICK JOHN 
;UNIV MANCHESTER METROPOLITAN (GB)) 
24 October 1996 (1996-10-24) 
abstract 

EP 0 455 508 A (GEN ELECTRIC CO PLC) 
6 November 1991 (1991-11-06) 
abstract; figure 1 

WO 90 12314 A (URBAN GERALD ;NAUER GERHARD 
(AT)) 18 October 1990 (1990-10-18) 
abstract; figures 1-7 



FeiinPCniS*aiO(eanlnut«onof>won«ihaet)(My 1M2) 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

MonnaUoK on patent family niwnbw* 



Mk. lUonal Application No 

PCT/EP 99/04883 



Patent document 
citBd in search report 



Publication 
data 



Patent family 
(nsmt)er(s) 



Publication 
date 



US 5120421 



UO 9526500 



UO 9801758 



09-06-1992 



05-10-1995 



15-01-1998 



DE 4236421 A 11-05-1994 



WO 9633403 A 24-10-1996 



EP 0455508 A 06-11-1991 



WO 9012314 A 18-10-1990 



US 5296125 A 



AU 
CA 
EP 



US 
AU 
CA 
EP 



2077195 A 
2186341 A 
0753141 A 

5965452 A 
3717697 A 
2259405 A 
0920624 A 



NONE 



AU 
AU 
EP 
JP 



698852 B 
5340296 A 
0823050 A 
11504708 T 



GB 
OP 

US 



2244135 A 
4230851 A 
5194133 A 



AT 
AT 
AU 
DD 
EP 
JP 



403528 B 
78389 A 
5348790 A 

301930 A 
0418359 A 
3505785 T 



22-03-1994 

17-10-1995 
05-10-1995 
15-01-1997 



12-10-1999 
02-02-1998 
15-01-1998 
09-06-1999 



12-11-1998 
07-11-1996 
11-02-1998 
27-04-1999 



20-11-1991 
19-08-1992 
16-03-1993 



25-03-1998 
15-07-1997 
05-11-1990 
21-07-1994 
27-03-1991 
12-12-1991 



Forni pCT/ISA«10(P««nf.in«y«nn.«) (JJ/ 19S2) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



InU .dtionatee AMenzeichen 

PCT/EP 99/04883 



A. KLASSIFIZIERUNG OES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 G01N27/403 



Nach dor Intematlonalan PatentWasslffkaitan (IPK) odar nach der natlonatan Klasstfikatten und der IPK 



B. RECHERCHIERTEGEBIETE 



Rocherchlerter Mindestproroton (Klasatflkationsaystem und KlassUilcationesymbola ) 

IPK 7 GOIN 



Racherchiarte abar nicht mm MlndastprOfstoff gehdrando VarAffentlichungon, aowait dlasa untar dia recharchlartan Oableta faUan 



wahrend dor Intamatlonaten Racharche konsultlorto alektroniacho Datenbank (Nam© dar Datanbank und evtt. varwandate Sudibegriffa) 



C. ALS WESENTT-ICH ANQESEHENE UNTERLAGEN 



Katagorio* Bazelctinung dar Veroffentlichung, bowqN erfordariich unter Angaba der In Betracht kommandan ToBa 



Batr Anspruch Nr. 



us 5 120 421 A (GLASS ROBERT S ET AL) 
9. Juni 1992 (1992-06-09) 
Zusammenfassung; Abblldung 12 

WO 95 26500 A (NEOTRONICS LTD ;IREDALE 
PETER JULIAN (GB)) 
5. Oktober 1995 (1995-10-05) 
Zusanunenfassung; Abblldung 3 

WO 98 01758 A (NANOGEN INC) 
15. Januar 1998 (1998-01-15) 
Zusararaenfassung; Abbildungen 3,4 

DE 42 36 421 A (AHLERS HORST DR IN6 HABIL 
;CHRIST ERICH DR SC TECHN (DE)) 
11. Hal 1994 (1994-05-11) 
Zusammenfassung; Abblldung 1 

-/-- 



m 



Weltera VerOffantllchungan «lnd dar Fortaetrung von FaW C zu 
erttnahrnan 



ID 



Sfahe Anhang Patantfamilia 



• Basondera Kategorlan von angegabenen VerdtfantlJchungan 

•A' VerSffentllchung, did den allgemeinen Stand der Tochnik danniert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" aiteres Dokument. das jedoch erst am odor nach dem Intarnatlonalon 
Anmaldadatum yerdffontlicht wordon let 

"L" Vereffentltebung, die geeignat ist, oinan Prtorttfitoanspruch zwetfalhaft ar- 
scrioinen zu lassen, odor durch die das Verdffantllchungsdatum ainar 
anderon Im Rectierchenbericht genanntan VorWantllchung balagi wordon 
soD Oder dlo aus einem andoren bosonderon Qmnd angagebon Ist {wie 
ausgafOhrt) 

"O' Verdffentlictiung, die sfch auf oino mQndllcho Offenbarung, 

eino Bonutzung, aina Aufistellung oderandero Maflnahmon bazioht 

V Varoffantllchung, do vor dem mtomationaion Anmaldadatum. abor nach 
dam b'eanspnjchten Prioritfitsdatum veroffontlloht wordon Ist 



T" Spatere Vor6ffentllchung. dIa nach dem Internationa len Anmeldedalum 
odor dem Prioritatsdatum verfiffentlicht wordon tst und mil dor 
Anmeldung nicht kofikJiert, sondom nur zum Vorstftndnis dooder 
Erfindung zugrundeliegendon Prinzipa odor dor ihr zugnindollogonden 
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kann nicht als auf ertinderfscher Tfitlgkeit beruhond betrachtet 
werden, wenn dlo Verfiffentlichung mit einer oder mehroron andoron 
VerSffontllchungen dioser Kategorie In Veitlndung gobracht wird und 
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